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本文
近年、多剤耐性菌の増加による食 中毒や院内感染が深刻化 している。多剤耐
性菌 とは、多 くの抗菌薬(抗 生物質)に 耐性を持つ細菌のことである。本菌は、
長期間の薬剤使用などを原因として出現する。 これ らは、抗生物質が効かない
ため、治療が困難 となるだけでな く、抗生物質による治療を受 け続けることで
体内の常在性細菌も減少 させ る。ただ し、現状のまま、抗生物質の使用量を減
らす と重症化す る恐れがある。そのため、根本的に抗生物質を使用 しない新た
な治療技術の開発が必須 となっている。
ファージセ ラピーは、細菌へ特異的に寄生す るバクテ リオファージを用いて
標的病原菌のみを殺滅する方法である。本手法では、常在性細菌に影響を与え
ないことや病原菌が存在すれば生体内でファージが 自動的に増殖するといった
長所がある。実際、MRSA(メチシ リン耐性黄色ブ ドウ球菌)感 染症や皮膚病
の処置 に用い られている。ただ し、商用薬剤 として使用するためには、当該フ
ァージを一定濃度以上に精製濃縮する必要がある。
そこで、著者は誘電泳動(dielectrophoresis:DEP)法に着 目した。DEPとは、
不均一電界中で物体が分極 し、電界勾配に沿って泳動する現象である。これま
での研究において、微生物の構造に起因する電気定数の変化が精製濃縮量に大
きく依存することが定量的に示 された。
本研究では、非球形のモデルウイルス として複雑な外部構造 を有するT4フ ァ
ージウイルス(以 下、T4ファージ)を 捕集対象 とした。捕集数の周波数依存性
か らDEPに よる効率的な捕集条件の精査を以下のよ うに行った。顕微鏡を用い
た蛍光観察によるリアルタイムでの捕集状況の確認(定 性評価)、プラーク法 と
呼ばれる培養法による生物学的計測(定 量評価)及 び誘電詠動イ ンピーダンス
計測(DielectrophoreticImpedanceMeasurement:DEPIM)法による迅速な
菌密度計測(定 量評価)で ある。DEPIM法とは、細菌郡橋絡による電極間イン
ピーダンスの変化か ら菌密度を測定する方法である。ただ し、DEPIM法におけ
る菌捕捉時の電気定数変化は複雑であるため、等価回路による簡易モデルを構
築 し、各周波数でのファージ捕集数に対す るコンダクタンス変化を数値的に検
証 した。また、媒質及びファージの導電率依存性についても検証 した。
検 証 実 験 で は 、DEPマ イ ク ロデ バ イ ス を用 い て 、4',6・Diamidino
・2・phenylindole(DAPI)で蛍光染色 したT4フ ァージを捕集 した。懸濁液の菌濃
度は1.5×107PFU/ml、導電率は7pS/cmとした。手順 としては、流量2.4ml/h
で送液 し、振幅20Vppの交流電圧を印加 した。なお、印加周波数は10kHz-1
MHzの範囲で変化 させた。
各評価方法にお ける捕集ファー ジ数 に対する周波数依存性について以下に述
べる。蛍光観察では、電圧印加時のみ電極間において捕集が確認 された。100kHz
における蛍光強度は、10kHz、50kHz、500kHz及び1MHzと 比較 して大き
く、捕集領域全面での電極間捕集が顕著 となることが示 された。捕集状況 とし
て、下流域での捕集数が増加 した。流れによりT4フ ァージが下流域ヘスライ ド
してお り、T4ファージへの誘電詠動力は流体圧力 と同程度であると推察 される。
プラーク法では、100kHzで捕集 ファージ数が最大 とな り、50kHz以下及び
500kHz以上で捕集数が著 しく低下 した。本傾向は、Madiyaretal.(2013)の実
験結果 と同様である。電極部における濃縮率は23.9倍とな り、一般的手法 と同
程度の濃縮性能が得 られた。DEPIM法でも、100kHzにおいて最大のコンダク
タンス増加が確認 され、50kHz及び500k且zでは増加量の低下が見 られた。
10kHz及び1MHzで は、捕集数が非常に少なかったため、コンダクタンスの
変化 を確認できなかった。蛍光画像か ら得 られた捕集配置 と培養法及びDEPIM
法による捕集総数の評価か ら、T4ファージは低周波数域に捕集 ピークが存在す
ると言える。また、複雑な形状及び構造を有 しているため、高周波数域で誘電
泳動力が強 く作用する球状ウイルス と異なる捕集特性 を示 した と考えられ る。
等価回路モデルによる解析結果は以下の通 りである。菌体の導電率を0.32
S/m、媒質の導電率を0.1mS/mとし、周波数を10kHz-10MHz、捕集数 を
103-1010個に変化 させた。各周波数 において、低捕集数ではコンダクタンスが
10μS付近で一定であるが107個を境(分 岐点)に10kHzでは減少 し、その他
周波数では一度増加 した後に低下 した。周波数 とともにコンダクタンスは増加
した。実験において、蛍光観察及びプラーク法では、100及び500kHzの捕集
数の差が顕著であったが、DEPIM法では微小だった。原因として、電極の保護
膜がキャパシタとして働 くことで、周波数が高いほど電極間コンダクタンスが
増加 しやすいことが考 えられ る。また、媒質の導電率を1か ら10mS/mへと増
加 させ ると、分岐点及び最大値は高捕集数側ヘシフ トした。更に、低捕集数時
のコンダクタンスは、低周波数域では減少 し、高周波数域では増加 した。一方、
菌体の導電率を変化 させると低捕集数側では変化がなかった。高捕集数側では、
導電率の増加 に伴い、分岐点及び最大値が低捕集数側ヘシフ トし、媒質の導電
率変化 とは逆の特性が確認 された。
以上より、DEPに よるT4フ ァージの捕集す る効率的条件の精査を行い、低
周波数域に捕集 ピークがあることを明 らかにした。また、等価回路の簡易モデ
ルを用いて、DEPIM法の定量評価に向けた基礎検証ができた。
今後、電極部の改善による捕集量の増大を図ることで医療へ実応用が期待 さ
れる。
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第1章 序論
1.1研 究背 景
抗 生物質 とは、病原 菌の細胞膜等 へ直接 作用 し細 菌の代謝 や発育阻害す る微 生
物 由来の薬剤で ある。医師 フ レミング(ArexanderFleming、1881-1955)が偶 然
にアオカ ビか らペニ シ リンを発見 し、そ の治療効果 を確認 した(1941年)。以後 、
約4000種の抗生物質 が発見 され、その うち約300種は医薬品 として使用 されてい
る。抗生物質 の開発は、感染症被害 を激減 させ たが、様 々な病原体 の薬剤耐性 化
を引 き起 こす原因 ともな っている。
メチシ リン耐性黄色 ブ ドウ球菌(MethicillinResistantStaphylococczLsAzLreiLs=
MRSA)やバ ンコマイ シン耐性腸球菌(VancomycinResistantEnterococci:VRE)
な どに代表 され る薬剤耐性 菌は、抗菌薬(抗生物質)に耐性 を獲得 した細 菌の こと
である。特定 薬剤の長期 間投与 を原 因 と して 出現す る(図1.1参照[1])。これ ら
は、抗生物質 に よる治療 を困難 とするだ けで はな く、抗生物質 に よる治療 を受 け
続 ける ことで体 内の常在性細菌 を減少 させ る。世界各 国で食 中毒 や院 内感染症 を
引 き起 こす な ど、深刻 な問題 となって いる。米国 での耐性菌 の年 間推定患者数 と
死亡者数 を表1.1に示 す[1]。毎 年200万人 以上の人々が感染症 にかか り、 その う
ち2万3千 人 が死亡 す るとい う推定結果 となってい る。ただ し、抗菌薬 の急 な使
用停止 は難 しく、現状 の まま、抗 生物質 の使 用量 を減 らす と重症化す る恐れ があ
る。そ こで米国感染症学会(lnfectiousDiseasesSocietyofAmerica:IDSA)は「耐
性 菌 に立ち 向か うために重要 な4つ の手段 」 と して、1.感染症 の予防 と耐性菌 の
拡散防止、2.耐性菌 の調査、3.抗菌薬の適正使用、4.新薬 の開発、の検討項 目を
示 した[2]。また、 日本で最も多い食中毒菌 はカンピロバ クター(Campylobacter)
であ り、主 に学校 給食や飲料水 が原因で集団食中毒 を引 き起 こす[3]。カ ンピロバ
クターのニ ューキ ノロン系薬剤 に対す る耐性 菌の増加が世界的 な問題 とな ってい
る[4]一[7]。菌 の耐性化 は、発達 の過程 で 自然 に起 こ り止 めることは困難で ある。そ
のため、対抗手段 として、根本 的に抗生物質 を使用 しない新 たな治療 技術の開発
及 び迅速 な細菌 の検査 ・検出が急務 となっている。
近年 の多剤耐性菌 の増加 に よる院内感染症 及び食中毒 の深刻化 よ り抗 菌化学療
法 の限界が露呈 され、抗菌薬 を必要 としない ファージの医療応用 への関心が再度高
まっている。 ファー ジセラピーは、細菌へ特異的 に寄生するバ クテ リオファー ジを
用いて標的病原 菌のみ を殺滅する方法である。本手法は、常在性細菌 に影響 を与え
ない ことや病原菌 が存在 すれ ば生体内で ファージが 自動的に増殖す るといった長所
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が ある。治療対象 は、赤痢菌、 黄色 ブ ドウ球菌、大腸菌な どの特定細菌や、下痢、
肺炎、火傷後 の細菌感染症 などが挙 げ られる。投与方法 として は、経口、経皮、 ミ
ス トス プレーや点眼薬が報告 されて お り、イギ リスの ノボ リティクス社で はク リー
ム状の薬 品を研究 している。実際、MRSA感染症 に用い られてお り[8]東欧での皮
膚病治療 への応用 は一般化 してい る。米国 においては、米国食品医薬品局(Food
andDrugAdministration:FDA)が食 肉の リステ リア菌 の防除法 として ファージの
使用 を認可 し、一部食品へ の保存 薬 として用い られて いる。 また、 ファー ジセ ラ
ピー は、 ヒ ト以外 に牛乳房炎な どの家畜感染症 への研究 も されて いる[9]。
更に、バクテ リオファージは、治療技術 だけではな く細菌検出にも利用 される。バ
クテ リオファー ジを用いた細菌検 出法への応用 について述べ る。バ クテ リオファー
ジは核酸 と外殻 タンパ ク質か ら構 成 され、構 造 タンパ ク質が細菌種特 異的吸着能
を持つ。 この感染特異性 を利用 す ると、細菌 を簡便 に検 出す ることが出来 る。染
色 した ファー ジを検 出対象の細菌 に感 染 させ、可視 化 した菌体 を蛍光顕微 鏡で識
別する ことで迅速な検出ができる[11]。サルモネラや リステ リアな どの食中毒菌の
検 出 も可能で ある。検 出対象の細菌 に特異的に感染す るファージが入手で きれ ば、
極 めて汎用性が高い手法 と言 える。蛍光 タンパ ク質の遺伝子 をファー ジゲ ノム に
組み入れ るこ とで、宿主内で発現 した蛍光 タンパ ク質 を蛍光顕微 鏡で検 出す る方
法 も提案 されてい る[12]。最近では、迅速 ・高感度検 出法 として、ポ リメ ラーゼ連
鎖反応(PolymeraseChainReaction:PCR)法があ るが、操作 に高度 な専門知識
を有す ることや高額な機械が必要 な どの コス トの問題 か ら一般 検査で は不向 きで
あ る。病原細 菌の耐性 化が進行 してい る中、感染管理 にお ける迅速な細 菌種 同定
は患者の早期治療や救命 に繋が り、特 に感染拡大の防止 に大 きく貢献す る。
バ クテ リオ ファージにおける他 の代表的 な応用に、抗体 を作成す るファージディ
ス プレイ(フ ァー ジ掲示法)が あ る。 バクテ リオ ファージの遺伝 子 には殻 タンパ
ク質 をコー ドす る遺伝子が含 まれてい る。 この遺伝 子 を利用 し、発現 させ たい外
来遺伝子 を融合 させ 、フ ァージが複製 され るときに一緒 に発現 させ る(掲 示 する)
方法が ファー ジデ ィス プレイであ る。融 合 タンパ ク質 は、 ファー ジ表 面 に存 在す
るため、様 々な分子 と相互作用 が可能であ る。掲示 した ファー ジを調 整 し、その
集合 をライブラ リー化 した もの をファー ジライ ブラ リー と呼び、 ファー ジライ ブ
ラ リーの作成 と目的抗体 の選択 を繰 り返す こ とで、抗体 の作成 だけではな く、機
能の向上が可能 とな る。腸症組織の血管抗体の作成 などに利用 されている[10]。上
記 以外 に、研 究段 階で は、実際、廃水 に対 する水処理性 能の評価 やチーズの熟 成
促 進な どが報告 されて いる。
上記 に示 したように、薬剤耐性菌の増加 に伴 う医療現場 の大 きな障害 に対 し、治
療薬 及び検 出法 としてバ クテ リオ ファージの利用 は有 益であ る。 また、 ファー ジ
デ ィス プレイを代表 とす る他 の応用 も期待 されるな ど、 多 くの研 究が されてい る
ことか らもバ クテ リオファージへの関心が高 まっていることがわかる。ただ し、商
用薬剤 及び ファージ応用 として使用 するためには当該 ファージを一定濃度 以上に
精製濃縮 する必要 があ る。現行 の ウイルスの濃縮 方法 として、 ゲルろ過 に よ り低
2
分子 の有機 物 を除去す る方法[13]、ポ リエ チ レング リコールお よび タンパ ク質凝
集 を組み合 わせ る方法[14]、セル ロース吸着 法、磁気 ビーズや特別 な試薬 を用いる
方法 などがあ る。上記の手 法では、操作が煩雑である ことや高価 であるこ とか ら、
迅速、簡便 かつ安価 な精製濃縮 方法 が必要 とされてい る。
3
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表1.1:米国における各種耐性菌の年間推定患者数 と死亡者数(文献[1]を元 に作成)
耐性菌 推定患者数 推定死亡者数
MRSA 80,000 11,000
耐性肺炎球菌 1,200,000 7,000
ESBL産生菌 26,000 1,700
VRE 20,000 1,300
カルバペネム耐性腸内細菌 9,300 610
多剤耐性 アシネ トバクター 7,300 500
多剤耐性緑膿菌MDRP 6,700 440
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1.2現 行 の ウ イル ス濃縮 法
現在使用 されて いる ウイルス濃縮法 は、前述 した ようにい くつかあるが、 ここ
で は膜 を用 いた方法、 ポ リエチ レング リコール沈殿法及び試薬 を用 いた濃縮法 に
つ いて述べ る。
1969年にWallisetα1.によって陽イオ ン添加 と組 み合わせ た陰電荷膜法 が開発
された。静電的 に膜 にウイル スを吸着 させ、誘 出液 を用いて、膜か らは く離 させ
て回収す る方法で ある。 ウイル ス粒子 は中性域 ではマイナス に帯電 して いるこ と
が多い ため、陽 イオ ン存在下 またはpH5以 下で陰電荷膜 によ く吸着す る。一方、
タンパ ク質系 の有機物が多 い場合 にはあま り吸着 しない とい う性質 がある。 この
現象 を利用 し、膜 にウイルス を吸着 させ る。その後、弱 アル カ リ性(pH9.5以下)
の タンパ ク質 系の有機物 を含 む溶液 も しくは強い アル カ リ(pH11.5)によ り吸着
を阻害 して ウイルス を膜か らは く離 して 回収す る。誘出液 と して ビー フエ キス溶
液 を用い る。陰電荷膜 法 と同様 に膜 を利用 した方法 として、陽電荷膜 法な ども存
在 す る.
ポ リエチ レング リコール沈殿 法 は、親 水性の ポ リエーテルであ るポ リエチ レン
グ リコール(PEG)を 利用 し、 ウイルス を沈殿 させ る手法 である。試料 にポ リエ
チ レング リコール とNaClを添加 し、遠心分離 を行複数 回行い上澄 みを取 る。この
作 業繰 り返 し濃縮 を行 う。本法 は、操作 が煩雑 であ ることや ウイルス に他 の物質
を添加す るため、少 なか らず ウイルスが影響 を受 けて しま う。
また、 レンチ ウイルスな どの一部 ウイルス を対 象 とした ウイルス濃縮 法 に試薬
を用 いる方法がある。簡 単 に濃縮 が可能であ るが、 大量濃縮 を行 うときにコス ト
が高 くなる ことや ウイル スの精製に は不向 きである。
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1.3現 行の微生物検 出法
現在使 用 されてい る代表的な微 生物 の検 出法 と して、公定 法であ る培養法や迅
速 法であ るポ リメラーゼ連鎖反応法があ る。本節で は、各検 出法の概 要 について
述 べる。
1.3.1培 養 法
培養法 とは、微生物 の生育 に必要 な栄養素 を含有 した培地上 で、微 生物 のサ ン
プル を培養増殖 させ ることで細菌 を検 出する手法 である。培地 に添加 された細菌
は一般 的に、室温一体温 の生育環境 化下 において1日 一数 日培養 され る。培養後、
液体 培地 では混濁が、平板培地(寒 天培地)で は集落(コ ロニー)が 形成 され肉眼
による確認 が可能 となる。 コロニー(colony)は、1つ 以上の細菌 か ら形成 され、
単位 は(ColonyFormingUnits:CFU)で示 される。
細菌検査 に用い られ る培養法には、混釈培養法 と平板塗布培養法がある。混釈培
養法 は保温 した液体培地 と細菌試料 を混合 し培地 中で増菌 す る方法であ り、平板
塗布培養法 は固形 の平板培地上 に細菌試料 を少量塗布 し増菌す る方法 である。前
者 は、試料 中の細菌 が熱の影響 を受 ける可能性が あるが、低濃度か ら菌 の検出が
可能 とな る。一方、後者 は、接種試料 量が少ないため、 検 出限界 は100cfu/9と
な るが、形成 された コロニーの詳細な観察が可能 となる。 また、培地 の成分調整
や他 の微 生物が生育で きない ような環境の作成 をす るこ とで、 目的の細菌 を選択
的 に培養 す る方法 もある。増 菌培 養 と選択培養 を繰 り返 す ことで細菌の 同定や定
量化が可能 となる。
本 手法で は、標 的細菌の有 無の確認 及び形成 された コロニー数 と希釈倍 率か ら
試料 の菌濃度 の算出が可能 とな る。食品検 査の公定法 と して、古 くか ら使 用 され
ているが、 コロニー形成 に要す る時間 は長 く検 出の迅速性 に欠 ける。
大腸菌、
廟膨 ゆ
コ ロ.ニー
図1.2:平板 培 養 法[15]
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1.3.2ポリメラーゼ連鎖反応 法
ポ リメ ラーゼ連鎖反応(PolymeraseChainReaction:PCR)法は、極微少 のデオ
キシリボ核酸(deoxyribonucleicacid:DNA)から、酵素反応 を利用 して特定の塩
基配列 を持 つDNA断 片を迅速 に増幅 する手法で ある。本手 法は、1986年、Kzry
MullisetαLによって開発 され[16]、1993年に ノーベル化学賞 の受賞対象 となって
い る。遺伝子 の単離 、構造解析、発現解析 などの遺伝子操作が可能 であ り、食中
毒菌の検 出や臨床検査 にお ける細 菌検 査で も重要視 されてい る。 ウイルス感染症
の検査で はPCR法 が規定 されてい る[17]。幅広 い分野 で応用 されてお り、国内で
も、2000年まで に約1800件の特許 が出願 された。
DNAの 二重 らせ ん構 造には、周 りの環境 によ り構造 が変化す るとい う性 質があ
る。その中に、高温 になると鎖 が解離 し、独立 した1本 鎖DNAに なる とい うもの
がある。PCR法 の原理 はこの性質 を利用 している。
DNA増 幅 の手順 は、DNAの 熱変性 、 プライマーの結合反応 及びDNAポ リメ
ラーゼ による伸長反応 の3ス テ ップで行われ、繰 り返 す ことで増幅 をする(図1.3
参照)。
初め に、二本鎖DNAを 一本鎖DNAに 解離す る。94℃で二本鎖DNAの 水素結
合 が切れ一本鎖DNAに な る。次 に、温度 を55℃まで冷却す ることで相補的 な力
が働 き、 プライマー と呼ばれるDNA合 成 に必要な短 いDNA断 片(20～30塩基程
度)と 再結 合 します(ア ニー リング)。最後 に、72℃に加熱す る と、DNAポ リメ
ラーゼが活性 化 し、 プライマーを起点 にDNA合 成 が行 われ、DNAの 二本鎖 が合
成 され る。DNAポ リメラーゼ にはプライマーを集 めて繋 いで い く役割があ る。
これ らの3ス テップを1回 行 うことで2倍 に増幅 され る。 よって、n回行 うこと
で2n倍 とな り、指数 関数的 に増幅 され る。増幅 されたDNAに 対 し電気泳動速度
計測 を行 うこ とで、 その差 か ら、DNAの 同定 が出来 る。PCR法 は非常 に高感度
な検 出方法で あるが、操作 には高度な専 門知識が必要 である。また、他のDNAの
混入 を防止す るには、PCR分析用実験室 の確保 及び専用機材の常備 が必要 である
ため、計測 コス トがかかる。
mT㎜ 一『㎜ ∴ 』賦 幕7皿[T『
2本鎖DNA熱 変性 伸長反応2本 鎖DNA合成
図13:PCR法の原理
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1.4誘 電 泳動 法
ウイルス濃縮法及び培養法やPCR方 な どの微生物検出に関する、手順の煩雑さ及
び高 コス トな どの課題 に対 し,電気計測法の一つである誘電泳動(Dielectrophore-
sis:DEP)法は、高速性 と簡便性 を兼ね備 えた有力な手法であ る。誘電特性の違
い による濃縮、菌種 分離や生死菌判定 に利用 されてい る。微 小電極 を用い ること
で、 マイ クロスケール での測定が可能にな る。
1.4.1誘電泳動 を用 いた微 生物研 究
DEP法の特徴 は、捕集対象及 び溶液(媒 質)の 電気特性を利用 し、捕集及び分
離 な どの電気動作 を制御す ることである。DEPの原理 について は次章で説明する。
誘電泳動 は、1951年にH.A.Pohlによって命名 され たが、PohlはDEP法の基礎
検証 として細胞周期 に差 があ る酵母(S.cerevisiae)の周波数特性 を調査 してい る
[19]。鷲津 らは誘電泳動 による生体分子ハ ン ドリング技術への応用 として、DEPを
用 いてDNAや タンパ ク質を直接動作 で きる ことを示 した[20]。また、鈴木 らは、
微 生物 に作用す るDEP力 の差 を利用 して、大腸 菌の生死菌 の分離 を行 った[21]。
近年 では、毒 物検 出の に誘 電泳 動を用 いた例 もあ る。Chiouらは、誘電泳動で細
胞 を濃縮後 、亜 ヒ酸 によ り流 出 した細胞 内の タンパ ク質 を検 出す るこ とで、亜 ヒ
酸 の濃度の測定 を行 っている[22]。さらに、中野 らは ノロキャプシ ドの検 出に成功
し、 ウイルスの検 出が可能であるこ とを示唆 した[23]。当研究室では、誘電泳動速
度 か ら代謝 を評価す る研究 も行 ってい る[24]。
以上 に示 した通 り、DEP法 による微生物 の捕集及び分離な どの制御技術、細菌
検 出及び計測 は各研究者 によって研 究 されてい る。
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1.4.2誘電詠動 イ ンピーダ ンス計測法
誘電泳動 イ ンピー ダンス計測法 は、微 小電極 を用いて、細 菌群橋絡 に よる電極
間イ ンピー ダンス(ま たは、 コンダクタンス)の 変化 を測定 す ることで、菌密度
の計測 する手法で ある。末廣 らによって、DielectroplloreticImpedanceMeasure-
ment(DEPIM)と命名 され手法であ り、本手法 を用いて、迅速かつ高感度 な微生物
の濃度測定 に関す る諸検証が行われている[25]一[27]。
本手法 では、微生物懸濁液 をマイ クロフィルタ電極 ヘポ ンプを用 いて送液 し電
極上 にDEP力 によ り捕集 する。捕集状態 は流体作用 に大 き く影響 を受 けるため、
菌 固体 の誘電特性 を計測 する とい う点 では精度 が低 下する。 しか しなが ら、微生
物 の捕集量 よ り瞬時的 に変動す るコンダクタンス変化量(△G)を リアル タイムで
測定す る ことがで き、更 に、顕微鏡 に よる観察手法 を組 み合わせ る ことで よ り詳
細 な菌体状態 を観察す ることがで きる。 また、DEPIMはポ ンプを用 いて送液 して
いるため、電圧 印加 を停止 する ことで、実験後 に、捕集 した微生物 を回収す るこ
とがで き、その後 の定性 分析 に よって菌種 の特定がで きる。
本手法 を用い ることで、迅速 な濃縮検 出及び濃縮 量の定量 化が可能 となる。
DEPIMの詳細 な原理 について は次章 で説 明する。
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1.5ウ イル スを対象 と した誘電泳動 における関連研 究
誘電泳動 を用 いた ウイルス操 作の研 究 は、様 々な ウイルスを対象 として行 われ
ている。
Irinaetα1.は、DEPに よ り、ササゲモザイ クウイルス とタバ コモザイ クウイル
スを捕集す る とともに、捕集時の周波数依存性 を調査 している[28]。DEP効果 に
よ り電極端 にササゲモザ イクウイルスが捕集 されている ことがわかる(図1.4、白
点 がササ ゲモザ イクウイルス)。
インフルエ ンザ ウイルスな どの毒性 の高い ウイルス も制御対象 となってお り、医
学 の発展 への貢献 も期待 されてい る。丸 山 らは、特 定細胞 に単 一イ ンフルエ ンザ
ウイルス を感染 させ るための濃縮処理 として、DEPを用いている[29]。DEPによ
りイ ンフルエ ンザ ウイルスが濃縮 され ている様子 を、 図L5(赤 点 がイ ンフルエ
ンザウイル ス)に 示す。
試薬 を用 いず菌体 を殺菌 す る新たな手 法 として、 ワクシニア ウイルス を誘電泳
動 で捕集後、高電界に よ り溶菌す るとい う研究報 告もある[30]。図1.6がワクシニ
ア ウイルスの捕集 及び溶菌の様 子であ る。 左図が捕集のみ、右 図が捕集 及び溶菌
を同時に行 った例 であ る。 青が ウイルス外膜 の タンパ ク質 、緑 が ウイルス内部 の
DNAを 示 し、赤 く発光 している部分 は溶菌 によ りむき出 しになったDNAを 示 す。
以 上か ら、誘電泳動 の制御対 象 として、 ウイルスへの関心 は非常 に高 まってい
る と言える。
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図1,4:誘電泳動 に よるササゲモザ イクウイルスの捕集[28]
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図1.6:ワクシ ニ ア ウイル ス の捕 集 と溶 菌
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1.6研 究 目 的
前節 まで に示 した背景 か ら、 ファージの精製濃縮 において、著者 は誘電泳動法の
利用 に着 目した。DEPは、薬品 を用いず粒子 を選択的 に操作 可能であるため、同
じ試料 か ら複数の ウイルス を段 階的 に精製 す ることも可能 であ る。 本研 究グルー
プでは、液 中微 生物 の選択 的捕集 及び濃縮 について検 討 しきた。結果 として、微
生物 の構造 に起 因す る電 気定数 変化が精製濃縮 に大 きく影響 す ることを定量的に
示 した[31]。
本研究で は、非球形 のモデル ウイルスとして複雑 な外部構造 を有す るT4フ ァー
ジ ウイルス(以 下、T4フ ァージ)を 捕集対象 とした。T4フ ァージ を誘 電泳動 の
制御対象 と した研究 は少 ない。本研究 グループでは、坂根 らの先行研 究において、
本研究 に用いた誘電泳動デバ イス によ り液 中のT4フ ァージが捕集可能 であること
を示 した。 また、周波数依存性 の存在 が確認 され、最適 な捕集条件 が存在 する こ
とが示唆 され た[32]。
本論文で は、新 たな評価方法 として、DEPIM法による迅速 な菌密度計測 を行 っ
た。 これ までの蛍光観 察 による リアル タイムでの捕集状況の確認(定 性評価)、培
養法 の一種 であ るプラーク法に よる生物 学的計測(定 量評価)と 相 関を得 る こと
で計測 にお ける定量性 の向上を図った。 また、捕集数の周波数依存性か らDEPに
よる効率的 な捕集条件 を精査 した。
なお、DEPIM法にお ける菌捕捉 時の電気定数変化 は複雑 であるため、等価回路
に よる簡 易モデルを構築 し、各周波数 での ファージ捕集数 に対 する コンダク タン
ス変化 を数値 的に検証 した。 さ らに、媒質及 び ファージの導電率依存性 について
も検証 した。
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1.7本 論 文 の構 成
本論文 は、全6章 か ら構成 されてい る。概要 は以下 の通 りで ある。
第1章 は序論で あ り、本論 文 にお ける研 究背景、関連研究及 び研究 目的 につ い
て記載 した。
第2章 で は、誘電泳動、誘電泳動 インピーダ ンス計測(DEPIM)法及び蛍光染色
法 について原理 を述べ る。
第3章 で は、本研 究で用い た実験装置、手法、捕集対象及 び評価方法 につ いて
述べ る。
第4章 では、誘電泳動 に よるT4フ ァージ捕集 における周波数依存性 について、
光学顕微鏡 を用 いた蛍光観察及び プラー ク法 と呼 ばれ る培養法 によ り評価 を行い、
効率的捕集条件 の精査 を行 った。
第5章 では、T4ファージ捕集において、DEPIM法によ り定量評価 を行い、蛍光
観察 及び プラーク法 との相 関について調査 した。 また、捕集数 にお ける電極部 の
コンダクタンス変化 について、等価回路 の簡易モデルを構築 し数値 的に検証 した。
そ して、第6章 は総論 であ り、本研究で得 られた知見 を まとめ、今後 の展望 に
ついて詳述す る。
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第2章 実験原理
2.1誘 電 泳動
誘電泳動(dielectrophoresis:DEP)とは、不均一電界中において粒子 と周 囲媒質
が分極 し電界 の勾配 に沿 って粒子 が泳動す る現 象である。DEPは 、電気泳動 とは
異 な り、電界 の勾配 に依存 するため、電荷 を持 たない中性粒 子 にも作用す る。 ま
た、微粒 子及び媒質 の電気的特性 を利用 して微 生物 を選択的 に制御す るこ とがで
きる。前節で説明 した ように、DEPを 利 用 した微 生物の制御 は、 医療、生物学、
食品工学な どで幅広 い利用 が期待 されてい る。
誘 電詠 動の原理 について説明す る。電気的に中性 な粒子が交流電界E中 に置か
れている と考 える。位 置 ヂにおいて、電界方向に双極子間隔がdヂである電気双極
子が誘起 される(図2.1参照)。
0
図2.1:交流 電界中に置かれた中性粒子
誘 電泳動力 」妬EPはこの電気双極子 に働 くクー ロンカ の差 に よるもので あるた
め、 式2.1が成 り立つ。
　づ 　ゆづ
FDEP=q(E(ヂ+4デ)-E(デ)
x方 向 の 誘電 泳 動 力.FDEP(x)は式2.1から、 式2.2と表 され る。
(2.1)
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.FDEP(.)-q(E。(x+dx,Y+dy,z+dz)-E。@,〃,z))
-q(E・(x,〃,z)+響砒+特 吻+響dz一 恥 圃
一q(響 薦 暑 吻+嶺 の
=(q(dx ,dy,dz)・▽)E、c
=(ガ ・▽)Ex(2・2)
ガ は 双 極 子 モ ー メ ン トで あ る 。y方 向 の 誘 電 泳 動 力FIDEP(y)、.Z方向 の 誘 電 泳 動 力
FDEP(。)は式22と 同 様 に、
F[)EP(y)=(ガ●▽)Ey(2.3)
Fl⊃EP(z)=(ガ'▽)Ez(2.4)
で 表 さ れ る 。 よ っ て 、 丹)EPは 式2.2,2.3及び2.4よ り、 式2.5で 表 さ れ る 。
づ
FI⊃EP=(ガ.▽)E(2.5)
また、 双 極 子 モ ー メ ン トガは式2.6で表 さ れ る。 α は分極 率 で あ る。づ
ガ=αE(2.6)
次 に、誘電媒質中 に中性粒子 が置 かれた場合 を考 える(図2.2)。
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Zy
X
図2.2:誘電媒 質 中 に お かれ た 中性 粒 子
媒 質 及 び粒 子 の誘 電 率 をE7n及び6pと す る。 電 界 強 度Eoの 電 界 を印加 した際 、 点
rに お け る半 径Rの 球 内部 の ポ テ ンシ ャル Φ1及び 外 部 の ポテ ン シ ャル Φ2は任 意
の係 数A及 びBを 用 い て 式2.7及び2.8で表 され る。
Φ1(r,θ)=Aγcosθ(r〈R)(2・7)
BCOSθ
、(r>R)(2・8)Φ2(r,θ)一一E・rc・Sθ+
粒 子 表 面(r=R)の境 界条 件 は、 ポテ ン シ ャル連 続 条 件 及 び 粒 子 表 面 にお ける単 位
面 積 当 た りの 自由電 荷 量 の保 存 式 か ら、 次 式 を満 た す こ とが必 要 で あ る。
Φ1(r=R,θ)=Φ2(r=R,θ)(2・9)
また 、球 表 面 にお い て ガ ウス の式 は式2.10であ り、
emEr,2(r=R,θ)=Ep,Er.1(r=R,θ)(2.10)
式2.7,2.8,2.9及び2.10より任 意係 数A及 びBは 、
3Em Eo(2.11)A=-
Ep-e26η～
Ep-`mR・E
。(2.12)B=
Ep十2Em
と求 め られ る。 ま た、 静 電 電 位ildip。z,は次 式 で表 され る。
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P,ffCOSθ
(2ユ3)φ伽 ε。=47「C
mr2
こ こで 、 几 〃 は 、 双極 子 モ ー メ ン トの実 効 値 で あ る。 式2.12及び2.13よりP。ft'
は、
P・ff-4・…B-4π ・蓄 謝3E・(2・14)
式2.6及 び2.14か ら 、 α は 、
α_4πR・,。 、.EL・一`m(2.15)
6P十2Em
とな る。
実際 は、導電率が存在す るため、考慮す る必要が ある。媒質及び粒子 の導電率
を σm及び σ,とす る。複素誘電率 喘 及びc声は、
・㍍ らバ ゴ㍗,・声 ・・一ブ書(2・ ・6)
と表 さ れ る 。 式2.15は
α=4πR3E.Re[K(ω)*]R3(2.17)
E*-6*Pm(2 .18)κ(ω)*=
Cp十2Cm
と表 す こ とが で きる。K(ω)*はClausius-Mossotti関数 と呼 ばれ る粒 子 の 分極 を表
す 因 子 で あ る。
した が って 、誘 電泳 動 力FDEPは 、2.5及び2.17より
づ　
・FDEP=:(P・▽)E・-9▽El・-2π ・mR・[K(ω)rR・▽(畏)(2・19)
と表 され る。
K(ω)・の実 部 で あ るRe[K(ω)*]は一〇.5<rmRe[K(ω)*]<1の値 で あ るが ・ この
値 の正 負 に よって 誘 電 詠 動 力 の 方 向 が決 定 す る。 図2.3のよ うに、Re[K(ω)]が正
の 時 は、 双 極 子 モ ー メ ン トと電 界 が 同 じ方 向 を 向 き、 強 電 界 側 へ泳 動 す る、 これ
を正 の 誘 電 泳 動(positiveDEP)と呼 ぶ 。 一方 、 図2.4のよ うに、Re[K(ω)]が負 の
とき は、 弱 電 界側 へ泳 動 す る、 これ を負 の誘 電 泳 動(negativeDEP)と呼 ぶ 。
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?
?
?
Re[K(ω)]>0
図2.3:正の誘 電 詠動
?
?
??
Re【K(ω)1<0
図2.4:負の誘 電 詠 動
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2.2誘 電 泳動 イ ン ピー ダ ンス計 測 法
電極 ギャップ間に交流電圧 を印加す ると正 の誘電詠動 に より、媒質 中の微生物 は
高電界 方向に駆動 し、電極 近傍 に捕集 され る。電極 間において微生物 は電界 に沿 っ
て整列 し、パールチ ェー ンと呼 ばれ る数珠 つな ぎの微生物鎖 を形成す る。パール
チ ェー ンに より電極 間が短絡する とギャップ間のイ ンピーダンスが時間 と共 に変化
す る。 この電気変化 をイ ンピー ダンス検 出装置 によ り測定す るこ とで、媒質中 に
お ける微生物の初期濃度 や電極 間 に捕 集 された細菌数が推定で きる。本手法 を誘
電詠動 インピー ダンス計測(dielectrophoreticimpedancemeasurement:DEPIM)
法 と呼ぶ[34]。DEPIM法では、捕集 された微生物 を等価的 に電気 回路 として扱 う。
DEPIM法におけ る電極部 の等価 回路 モデル について述べ る。電極 のイ ンピー
ダンスZE及 び微生物 単体 のイ ンピーダンスZBは 抵抗 とキ ャパシ タンスの並列接
続 でモデル化で きる(図2.5(a)参照)。パールチ ェー ンを含む電極 の等価 回路 を図
2.5(b)に示 す。電極間の インピーダ ンスZAは 、媒質 の影響 を含めた電極 固有のイ
ンピー ダンスZEと 捕集 された微生物 のイ ンピー ダンスZTの 並列回路で表 され、
次 式で示 され る。
ZEZT
(2.20)ZA=Z
E十ZT
ここで、ZEは電極 にお ける微 生物 の捕集 に依 存せず一定 とし、ZBは微 生物 の形
状及 び誘電特性(誘 電率、導電率)は 均一 である とする。パ ールチ ェー ンのイ ン
ピー ダンスZpは微生物単体のイ ンピー ダンスZBの 直列接続で表 される(図2.5(c)
参照)。以上 よ り、Zpの抵抗成分 とキ ャパ シタ成 分は次 式か ら求め られ る。mは
パ ール チェー ンを1本 形成す る微 生物数 である。
Rp-mRB,・P一 生(2.21)m
微生物のイ ンピーダ ンスZTは 、パールチ ェー ンが複数形成 された とす るとZpの
並列接続 で表 され る。ZTの抵抗成分 とキ ャパ シタ成分 は次式で示 される。nは 電
極 間のパールチ ェー ンの総数で ある。
RT一 童,OT-n・P(222)
多 くの微 生物 が捕 集 され るとパールチ ェー ンは互い に接触す るが、電界 の向きに
沿 って整列 す るため、電 気的 には無視 す ることが出来 る。以上か ら、捕集 された
微生物数1Vは次 式か ら求め られる。
N-一 一磯 一鵡(223)
ここで、菌形状及び電 気特性 は均 一である ことか ら、RB、OB、mは一定 と見な
す こ とがで きる。 コンダクタンス とGTとRTは 次式で示 され る。
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1
GT=可(224)
従 って、式(2.23)よりコンダクタンスGTと キ ャパ シタンスOTは 、捕集 された微
生物数!Vと線形 とな り次式 を求める ことが出来 る。
OT=OBRB(=]T(2.25)
つ ま り、GTとOTはOBRBを 係数 とした一次関数の関係 を示 す。以上の ことか ら、
捕集微生物数Nは 次 式か ら求め られ る。CBは 微生物単体 のコンダクタンス、GT
は全パ ール チェー ンの コンダクタンスである。
N-nm-m・ 竃(226)
計測時間tに おけるGTは 次 式で示す ことが出来 る。GAは 電極 間の コンダクタン
ス、GEは 電極固有の コンダクタンスである。
GT=GA(t)一(]E(t)(2.27)
GTは、微 生物 の捕集数 の増加 に伴 って経時 的に変化す る値で あ り、本論 文では、
△σ と表示 する。
以上 よ り、本 モデル か ら次式の結論 を導 くことがで きる。
ノVo(△G (2,28)
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図2.5:等価 回路概 略
(a)電極及 び微生物 の等価 回路,(b)捕集 時の電極 の等価 回路,(c)PearlChainの等
価 回路
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2.3蛍 光染 色 法
蛍光染色法 とは、微 生物 や動植物 の細胞 を蛍光試薬で染 色 し、蛍光顕微 鏡 を用
いて観 察や計数 を行 う方法であ る。染 色の種 類 と して は、蛍光染料 による特定 成
分の染色や、蛍光標識 した抗体、遺伝子、 レクチ ンな どとの反応成分の染色、蛍光
性 基 を持つ基質 と酵 素反応 による染色な ど様 々であ る。蛍光顕微 鏡 によ り観察 す
るだ けであ るため、簡便 かつ迅速な検 出や定性 評価 が可能で ある。 また、本手 法
は培養 が困難 である細菌 にも有効である。細菌内のDNAやRNAと いった細菌内
の核酸 と特異的 に結合するacridineorange(AO)や4',6-diamino-2-phenylindole
(DAPI)などの染色試薬 は、海水 中の細菌 を測定す る方法 として標準的 に用い ら
れ る。特 に、AOを 用いた蛍光染色法 は、食品分野 において生乳 中の細菌数測定 に
用い られる。
当研究室で は、蛍光染色剤 として細菌生死判定用LIVE/DEAD染色剤(L13152,
Invitrogen)を用 いて生死菌判別 を行 ってい る。本試薬 はSYTOR.9nucleicacid
stain(MolecularProbes)及びPropidiumIodide(PI,C27H3412N4)から構成 され
た2重 核酸染色剤で あ り、膜透過性の有無 を利用 した判別 である。
本研究で は、捕 集対象であ るバ クテ リオ ファー ジウイルス を蛍光観察す るため
に、蛍光染 色法を用 いた。
2.3.1蛍 光 分 光
光は、E=hy=ん 昊で表 されるエネルギーを持つ。なお、Eエ ネルギー、h:プ
ランク定数、u:振動数 、c:光速、λ:波長で ある。光が物質 に照射す る と確率的 に
吸収 され、その光の吸収 によって、安定なエネルギー状態(基 底状態)で あった物
質 は、一時的 に高いエネル ギー状態(励 起状態)に 移行す る。励起 されてい る分
子や原子 は、基底状態 に戻 り、その際、差 分のエネルギー を光 とし放 出す る。本
現象 を蛍光 とい う。なお、蛍光波長 は、吸収波長 よ り長 くなる。図2.6に電子状態
のエネルギー準位 を、表2.1に一般的 に微生物検査 で使用 され る蛍光色素の励起波
長及び蛍光波長 を示す[38]。
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上位準位
E=hv→
下位準位
励起
一基底
図2.6:電子状態 のエネルギー準位
表2.1:一般的 に微生物検査 で使用 される蛍光色素の励起波長及び蛍光波長[38]
蛍光化合物 励起 波長
(nm)
発光波長
(nm)
染色対象 主な用途
Acridineorange500 526 2本鎖核酸 核酸の染 色
RNA/DNA比の測定Acridineorange460 640 1本鎖核酸
AuramineO 460 550
(カチオ ン
・塩基性染料) 抗酸染色
Calcofluorwhite440 500-520
キチ ン、
セ ル ロ ー ス
真菌、原虫類
Ethidiumbromide545 605 2本鎖核酸
DNAの 定量、
死細胞 の検 出
FITC 490 525
タ ンパ ク質
(α一ア ミ ノ基)
細胞内タンパク質の検出
蛍光抗体の標識
DNAの定量、全菌数測定
マイコプラズマ
抗酸染色
Hoechst33258 352 461 A-T領 域
RhodamineB 540 625
(カチオン
塩基性染料)
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2.3.2DAPI染 色
DAPI(4',6-diamidino-2-phenylindole)は、細胞生物学分野 における核酸染色
において最 も高頻度 に用 い られる染色剤の一つである。DNA二 重 らせ んにおける
副溝(minorgroove)のAT-rich領域 に高い親和性 を持 って結合す るため、真核細
胞 及び原核細胞 のDNAを 染 色す ることがで きる細胞透過性 蛍光物質 である。励
起光 は波長358nmに極大値 を持ち、420nm付近で0%と な り、蛍光 は、465nm
が極 大で580nm付近 まで なだ らかに広域 の蛍光(青色)を発す る(図2.7参照)。
懸濁液 に添加するだけで細胞 に取 り込 まれ、細胞 内のDNAを 特異的 に染色す る。
DNAに 結合 した ものだ けが蛍光性 とな り、DNAに 結合 していない状態 では蛍光
を出 さない。 そのため、結合 していない余剰 な試薬 を取 り除 く必要 がない とい う
利点 もある。
青色 の蛍光 は他 の染色剤 と比較 する と異彩 なため、多重染色 の核染色 に使用 さ
れ るだけでな く、培養細 胞中のマ イコプラズ マや ウイル ス検 出に用 い られて いる
[39]。
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図2.7=DAPIの励 起 光 及 び蛍 光 ス ペ ク トル[40]
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第3章 実験装置及び手法
本章では、本研 究で使用 した実験装置及び実験手法 について記載す る。また、捕
集T4フ ァージにおける評価 方法について詳述す る。
3.1実 験装 置
本 研 究 に用 い た実 験 装 置 の概 観 及 び配 置 を図3.1及び3.2に示 す。 誘 電泳 動 デバ
イス へ の電圧 印加 に、電 源 と して ファク シ ョンジ ェネ レー タ(AFG3022,Tektronix)
が接 続 され て い る。 電極 上 に はPDMS製 マ イ ク ロ流 路 を配 置 し、 テ フ ロ ンチ ュー
ブ を介 して シ リンジ ポ ンプ(MCIP-IIIS,ミナ トコ ンセ プ ト)で懸濁 液 を送 流 す る仕
組 み とな ってい る。 シ リンジ ポ ン プを用 い る こ とで低 速 度 で も一 定 の送 液 が 可能 と
な る。 また、電 極 間 に か か る電圧 変 動 を計 測 す るた め、 回路 の 安定 化 抵抗 に ロ ック
イ ン ア ン プ(Li5640,エヌエ フ回路 設 計 ブ ロ ック)を 並 列 接 続 した。 ロ ックイ ンァ ン
プか らの 出力 は、 デ ー タロ ガー を介 して、 デ ー タ処 理 装 置 へ 連続 的 に取 り込 ん だ。
ロ ッ クイ ンア ン プの接 続 に は、 エ クス テ ン ダー(5571,エヌエ フ 回路 設 計 ブロ ック)
を介 す こ とで 周 波数 域 の拡 大 を行 った。 印加 電 圧 は、 オ シ ロス コー プ(TDS2024B,
Tektronix)を用 い て 計 測 した。
捕 集 状 況 の確 認 に、 水 銀 ラ ン プ ユ ニ ッ ト及 び 工 業 用 顕 微 鏡(INTENSIHGHT
CHGFI,Nikon)(LVIOO,Nikon)を用 い た 。 また 、 画 像 処 理 ソ フ ト及 び 顕 微 鏡 用
デ ジ タル カ メ ラ(NIS-ElementsBasicRecserch3.0,Nikon)(DXM1200C,Nikon)
を用 いて 蛍 光 画 像 の撮 影 を行 っ た。 電 極 及 び 流 路 カバ ー の洗 浄 に は、 超 音 波 洗 浄
機(1510,BRANSON)を使 用 した。
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3.2誘 電 泳動 デ バ イス
3.2.1誘電泳動デバ イス概 要
誘電泳動 デバイス とは、誘電泳動 に よる液 中微粒子 の制御 、検 出に用 い られ る
装 置の総称である[33]。誘電泳動 デバイスの構成 は、電極 セル、流路 カバー、ホル
ダ となっている(図3.3参照)。電極セル上 にPDMS(poly・・dimethylsiloxane)製
の流路 カバ ーを装着 し、 ホルダに設置 する。 ホル ダ上部 のネジを締 め ることでホ
ルダ と電極 セルを密着 させ、接続部 の機密性 を保持 す る。本 工程 において、外部
か ら流路 内の空気 を吸引す ることで液体 の送液が可能 とな り、 フロー タイ プの実
験 系が完成す る。電極 セルは石英 ガラスを基板 とし作成 されている。粒子捕集部
分 である電極 にはITO(酸化 イ ンジウムスズ)、Cr(クロム)、ZnO(酸化亜鉛)な
どを用 いている。 なお、捕集対象菌 に直流電流 が流れ る ことを防 ぐため、電極上
にSio2(二酸化ケ イ素)を蒸着 してい るものもある。本 デバ イス は統一規格 がない
ため、研究者毎 に形状 が異 な り、電極 の形は様 々である。電極の形状 は、平面だけ
ではな く、捕 集効率の向上 を考慮 した立体構 造型 も存在す る。誘電体構造 を用 い
る ことで、電界勾配 が強 い領域 を広域 に発生 させ、効率 の向上を図 っている。 図
3.4に二次 元電極 を、 図3.5、3.6に3次元電極 を示す。
図3.4(a)は、最 も用 い られ る櫛型電極(parallel丘ngerpairedelectrodes)であ
る。電界勾配は電極表面で最大 となる。電極間面積 を広 くす ることが出来 るため効
率的 に捕集 ・分離 ができる。更に、電極長 を調整す ることで捕集領域 の拡大が可能
となる。本電極 は、セ ンサや電界効果 トランジスタ(FET)、粒子捕集用 として幅
広 く用 い られている。図3.4(b)及び(c)に、微細チ ップ電極(microtipelectrodes)
を示す。電極 先端部 は、電界勾配が最大 とな り、局所的に強 い誘電泳動力 を発生 さ
せ ることがで きる。本電極では、正 と負の各誘電詠動 で捕集がで きる。また、複数
配置することで効率を高め ることが可能 となる。図3.4(d)の多重電極(polynomial
electrode)は、電界勾配が電極 に沿 う形で最大 とな り、中心部では最小 となる。本
電極 は、主に、 タンパク質 の粒子分離 に利用 されてい る[35]。
最後 に、立体構 造について述べ る。立体構 造の代表的 である誘 電体柱(ピ ラー)
構造 について図3.5に示す。当研究室で用 い られてい るものである。平板 電極 と比
べて、多量の捕集 が可能 となる。バ クテ リオ ファー ジを対象 とした樹状 ナノチ ッ
プ立体構造 を用 いた捕集報告 もある[36]。
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3.2.2実験 に用 いた誘電詠動 デバ イス
本研究で用 いた誘電泳動デバイスを図3.8に示す。本 デバイスは、電極 セル、流路
カバー及び電極 セルポル ダか ら構成 される。電極セル は、60mm(L)×20mm(W)
×1.Omm(T)の石英 ガ ラスを基板 としている。 ウイルス捕集部 は、石英基板上 に
蒸着形成 した電極 を10本 等間隔 に交互 に配置 した櫛型 電極 を用 いてい る。1本
4,800μm(L)×100μm(W)×0.1μm(T)のCr電極(図3.9(a)電極 間隔1μm)及
び1本5,000μm(L)×105μm(W)×0.1μlnm(T)のITO電極(図3.9(b):電極間隔
5μm)を用 いた。 また、捕集対象 に直流電流 が流れない ように電極 上にSio2(二酸
化ケイ素)の保護膜が蒸着 されてい る。
電極 セル上 には、内部 に流路 を加工 した軟 性 ポ リジ メチル シロキサ ン(poly-
dimethylsiloxane:PDMS)製流路カバーを密着 させた。流路 の大 きさは、60mm(L)
×3mm(W)×O.1mm(T)である。PDMSは シ リコンゴムの一種 であ り、 自己吸
着性 があ るため、基 盤 に貼 り付 けるだ けで簡単 に流路 を形成で きる。 また、無色
透明なので顕微検 出が容易で ある。
ホルダはアク リル製で、電源供給用ケー ブル内蔵型(CHSOIN,FiltechnoJapan)
のもの を用いた。 ホル ダ上部のネ ジを締 め ることで気密状態 を保 持 し、ポ ンプに
よる送液 を可能 とした。
本研究で は、捕集対 象にT4フ ァージ としているが、装置 の性能評価 における実
験 には大腸菌及 び酵母 を用 いてい る。各捕集対象 は大 きさも異 な るため、適切 な
電極 間隔 を有す る電極 を使用 した。各対象物 の大 きさ及び用 いた電極 の仕様 を表
3.1に示す。
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d
図3.8:誘電泳動デバイス
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図3.10:櫛型 電極
表3.1:各対 象物 の 大 き さ及 び用 い た電 極
捕集対象 大 きさ 電極 電極間隔
T4フ ァー ジ 200nm
Cr
ITO
1μ111
5μm
大腸菌 2～3μm ITO 10μm
酵母 5～7μm ITO 20μm
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3.3捕 集 対 象:T4フ ァー ジ
ファージ とは大腸 菌な どの細 菌類 に感染 す るウイルスの総 称の ことで、正式 に
はバ クテ リオ ファージ と呼ばれ る。対 象細胞 内で増殖 し、細胞 を破壊 して、 さ ら
に他 の菌 に感染 して増殖 を続 ける。全長 は25-200nm程度で あ り、 タンパ ク質で
構成 され た外殻 と遺伝情報 を持 った核酸(ウ イルス核酸)を 保有 してい る。 多 く
のフ ァー ジは尾部 を持 ち、Caudoviralesと呼ぼれ る。以下の3種 類 に分 け られ る。
Myoviridae(収縮性 の長い尾部 を持つ:T4(図1)、Mu、P2など)、Siphoviridae
(長い非収縮性 の柔 軟な尾部 を持 つ:λ 、T5な ど)、Podoviridae(短い非収縮性
の尾部 を持つ:T3、T7、φ29、P22など)で あ る。中で も、T4フ ァージは構i造
的 に非常 に安定 であ り、人体 には無害、感染効率が高い とい うことだ けではな く、
1950年代か ら変異株 が多 く発見 されるな ど、T系 フ ァー ジの中で も重要な位 置を
占めるこ とか ら研 究 によ く用 い られる。
T4ファージの構造 は、正二十面体 の頭部、尾部及び6本 の尾繊維か ら成 る。頭
部 内には約172kbの2本鎖線状DNAが 格納 されてい る。15種類の タンパ ク質 か
らなる六角形 の尾部基盤 は極 めて高 い感染効率 を可能 にする精巧 な分子機械(生
体 ドリル)で 、細長 い二重 円筒構造 の部分 と複雑 な構造 を持つ基盤 で構成 され る。
大腸菌へ の感染過程 につ いて述べ る。尾繊維 の先端 には、大腸菌 の細胞壁外膜
の構成物質で ある 「レセプター リポ多糖 」の糖鎖 を認識 す る能力があ り、効率 よ
く結合す る。その後、大腸菌の表層 に基盤部分 を接触 させ、基盤 の中に格納 され
てい る生体 ドリル を用 いて大腸菌の外膜 に穴 を開 ける。 内膜 に到達す る とウイル
ス核酸(DNA)を 内部に注入 し感染 する。進入 したDNAは 宿主の複製 ・転写 ・翻
訳装置 を用いて増殖す る。その後、頭部、尻尾、尾繊維が形成され、感染性 のある
ファー ジ全体 が完成す る。1個 の大腸菌 か ら約100個のファー ジが構築 され、大
腸 菌 は40分で死滅す る。
以上の ことか ら、本実験で はT4フ ァー ジウイルス を捕集対象 とした。
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図3.11:T4フ ァ ー ジ[37]
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3.4T4フ ァー ジ実 験 液 の作 成
3.4.1菌懸濁液の調整
実 験 菌 種 と して 用 い たT4フ ァー ジ の懸 濁 液 調 整 法 を以 下 に示 す。T4フ ァー ジ
の宿 主 とな る、 大腸 菌K12株 を菌 株 か ら少 量採 取 し、LB平 板 培 地 上 に塗 布 す る。
次 に、 イ ンキ ュベ ー タ 内で37℃ 、24時 間 の条 件 で増 菌 培 養 した。 培 養 され た大 腸
菌 をデ ィス ポ ル ー プで 採 取 し、9mlの滅 菌 済 み の液 体培 地(LB-BrothBaseを蒸 留
水 で 溶 解 した もの)に 懸 濁 した。 そ の懸 濁 液 を37℃ 、3時 間 の条 件 で シ ェ ー カ ー
に よ り振 盟 培 養 し、 大腸 菌 を増 菌 した。 培 養 後 の液 体 培 地 にT4フ ァー ジの原 液1
mlを 加 え、37℃ で24時 間 振 盟 培 養 し、T4フ ァー ジ を増 殖 させ た。
培 地等 の 不純 物 を取 り除 くた め に、10mlシ リ ンジ を用 い て 、 孔径1.2μm及 び
0.45μmのデ ィス ポー ザ ブル メ ンブ レン フ ィル ター(DismicR.セル ロー ス混 合 エ
ス テ ル,孔 径0.45μm、ADVANTEC)を 透 過 させ 、T4フ ァー ジ原 液 と した 。
次 に、T4フ ァー ジ原 液 を実 験 液 と して用 い るた め に、 限外 ろ過 に よ って媒 質 の
導 電 率調 整 を行 っ た(詳 細 は後 述)。
本 研 究 で は 、光 学 的 計 測 を行 うた め 、 蛍 光 染 色 を行 った。 蛍 光 染 色 剤 と して 、
4',6-Diamidino-2-phenylindole(DAPI)を用 いた 。 限 外 ろ過 後 の 実験 液2mlに 対
して 、DAPIを4μ1加 え、37℃、5分 間 の条 件 で遮 光 状 態 で 静 置 し、T4フ ァー ジ
を蛍 光染 色 した。0.15Mの滅 菌 済 みD-mannitol(DM)溶液 で 希釈 調 整 を行 い 、 導
電 率 を5～7μS/mに 調 整 し、 実 験 液 と した 。
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図3.12:実験液作成手順
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3.5T4フ ァー ジ実験 液 の導 電率 の調 整
3.5.1限 外 ろ過 法
限外 ろ過 とは、液体 に対 し圧力 を加 えて微細孔膜 を透過 させ る方法 の一つで あ
る。本手法 によ り、 目視 がで きない分子 レベルでの分離、濃縮 及び精 製が可能 と
な る。主 に、微細 孔(1nm～0.01μm)を有 する フィル タを容器 に設置 し、遠心分
離機で ろ過 を行 う。本処理 によ り、溶液 中の濃度 を維持 した まま、溶媒の置換が
で きる。
本研究 において、T4ファージ原液では導電率 が非常 に高 く、正の誘電泳動 による
捕集 が困難である。その為、限外ろ過による実験液 の導電率の調整 を行 った。プラー
ク法 を用いた定量計測 には、セ ン トリカ ッ ト(U-20,クラボウ)によ り導電率調整 を
行い、DEPIM法による定量計測 にはセ ン トリプレップ(UltracelYM-50,Millipore)
を使用 した(図3.13参照)。
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図3.13:(a)セン トリカ ッ ト(b)セン トリプ レ ッ プ
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3.5.2限外 ろ過 の操 作手順
最初 に、セ ン トリカッ トを用いた限外ろ過 について手順 を示す。セ ン トリカ ッ ト
内の フィル タにはグ リセ リン処理 が施 されているため、予備洗浄す る必要 がある。
DM溶 液 を51111入れ、2200rpm(500G)で10分間遠心分離 を行 った。その後、
内部 の全液 を排 出 し、再度DM溶 液 を5ml入れて、上記作業 を2度 行 った(予備
洗浄終 了)。
次 に、T4ファー ジの導電率調整 を行 った。予備 洗浄済みのセ ン トリカ ッ トにT4
ファージ原液4.5mlを入れ、3100rpm(1000G)で20分間遠心分離 し、廃液 を排
出後、DM溶 液 を3.5ml加え、再度同条件で遠心分離 を行 った。この手順 を4-5回
行い、導電率が25～35μS/CIIIとな るように調整 した。
セ ン トリプ レップを用い た限外 ろ過で は、セ ン トリカ ッ トとフィル タの位置 が
異な るため、 ろ過性能 が異 なる。予備洗浄 が不要 であ り、遠心分離の回数 も異 な
る。手順 を以下 に示す。T4フ ァージの原液4.51nlを入れ、3100rpm(1000G)で
20分間遠心分離 し、廃液 を排出 した。DM溶 液 を3.5ml加え、再度 同条件で遠心
分離 を行 った。 この手順 を3-4回行 い、導電率が25～35μS/cmとなるよ うに調整
した。
(a)T4プ ア_ジ
(b)
導電率:高い
ゆ
遠心分離を行う
ゆ
DM溶液(導電率:低)
を追加
?
!へ ξ電率が下がる
⇒
・再度 遼心分 離
・繰 り返す
)廃棄(
⇒
)
● ●
●
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図3.14:限外 ろ過 イ メ ー ジ図
(a)セン トリカ ッ ト(b)セン トリプ レ ップ
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3.6そ の他実験液の作成
本研究 では、測定性能 の評価試験 として大腸 菌及び酵母 を用 いた誘電詠動捕集
を行 った。各懸濁液の調整法 について述 べる。
大腸菌(E8cherichiαcoli:E.coli)には、E.coliの基準株 として臨床細菌学で使
用 されてい るEcoliATCCI1775を採用 した。以下、Ecoliと記述す る。Ecoli
を平板標準培地(DAIGO,日本製薬株式会社)上 に塗布 し、インキュベー タ内で35
℃、24時間 の条件 で増 菌培養 した。培養 されたEcoliをデ ィスポスル ープで採
取 し、滅菌済みDM溶 液10mlに懸濁 した。不純物 を取 り除 くために、遠心分離
機(CN-2060,HsiangTai)を用 いて菌懸濁液 を遠心 分離(6000rpm×10min)し
た。分離沈殿 したEcoliを残 し、上澄 み液 と新たなDM溶 液 を入れ換 え、再度遠
心分離 を行い洗浄 した。洗浄済みのEcoliに新 たなDM溶 液 を加 え、菌懸濁液 を
作成 した。分光光度計計(PD-303S,APEL)を用 いて菌濃度 を測定 した後、DM溶
液で希釈調 整を行い、実験液 とした。なお、分光光度 計 にお ける菌液濃度 と吸光
度 との相 関は事前 に調査済みであ る(図3.16参照)。
酵母 には、出芽酵母(SαccharomycesOerevisiαe:S.cerevisiαe)の菌種 として
S.cerevisiαeJCM7255を用 いた。本菌 は、基礎生命科学 の基礎研究 にお けるモデ
ル生物 として よく使用 されてい る。酵母 をポテ トデキス トース(Merck)上に塗布
し、 イ ンキ ュベ ー タ内で27℃、72時間の条件 で増 菌培養 した。以下 の手順 は大
腸菌 と同様 である。また、分光光度計 には、UVmini1240島津製作所 を使用 した。
吸光度 と菌濃度 の ッ関係 は図3.17の通 りである。
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3.7実 験 手 法
3.7.1T4ファージ にお ける誘電泳 動捕集及び計測
図3.19にT4ファージにおける誘電 泳動捕集及 び計測 の手順 を示す。 まず、シ
リンジポンプを用 いて、実験液 を流量2.4ml/hで送液 し、流路内 を実験 液で満 た
した(図3.19(a))。次 に、電極 部に振幅20VpPの電圧 を印加 し、40分送液 した(図
3.19(b))。その後、流路上部に浮遊 しているT4フ ァージを除去す るために、電圧
を印加 したまま、DM溶 液 で流路 を20分間洗浄 した(図3.19(d))。洗浄後 に光学顕
微鏡に よるT4フ ァージの蛍光観察及び誘電泳動 インピーダンス計測 法(DEPIM)
によるコンダクタンス変化の測定 を行 った。DEPIMは、電圧 印加 と同時に開始 し、
電極 部の コンダクタ ンス測定 を印加時間 と同等 に行 った。 さ らに超音波洗浄 によ
り電極 セル及び流路 カバーか ら回収 した残渣液 を培養 し、T4フ ァー ジの捕集数 を
プラー ク法で計数 した。 なお、周波数 を10kHz-1MHzに変化 させた。
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3.7.2T4ファー ジ以外 の誘 電泳動捕集 及び計 測
大腸 菌及び酵母 にお けるDEP捕 集及び計測 の手順 について述べ る。 まず、シ リ
ンジポ ンプを用 いて、実験 液 を流量2.4ml/hで送液 し、流路 内を実験液 で満た し
た。次 に、電極 部 に振 幅10Vppの電圧 を印加 し、10分送液 した。電圧印加 と同
時に、電極 部の コンダクタ ンス測定を10分間行い、光学顕微鏡 による捕集状況の
確認 を行 った。 なお、周波数 を50kHz～500kHzに変化 させ た。
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3.8評 価 方 法
3.8.1蛍光画像解析 による捕集数の定性評価
蛍 光観察 とは、観察対象 に紫外線 や可視光 な どの励起光 を照射 して発生す る蛍
光を観 察す る方法である。微 生物 の検 出、 分析 及び研究 において、一般 的に使用
され る。 蛍光 を用 いた解析 は、細胞構成成 分の染 色や遺伝子発現 及び動的成 分の
局在移動 の観察 な ど幅広い分野 に応用 されている。
T4ファージウイルス は、200nmと非常 に小 さく明視野 による観察 は困難である。
そのため、捕集状況の確認 及び捕集量 に対す る定性評価 に蛍光観察 を用 いた。T4
ファージは染 色 されてお り、捕集量 に よる蛍光強度 の違 いか ら定性評価 が可能 と
な る。他 の細 菌 と比較 す ると、蛍光強度 が小 さいため、工業用顕微 鏡 において水
銀 ランプユニッ トを用 いた。接眼 レンズには観察対象 と焦点距離の近い20倍を用
い ることで観察 に十分な蛍光強度 を確保 した。蛍光観察 は、各周波数 に対 し、T4
ファー ジ捕集後 及び洗浄後 に行い、電極 の上流部 及び下流部 を観 察 した。観 察箇
所 は、再現性 を高め るため に電極位置(上か ら6行 目)を固定 した。露 光時間 は1
s、GainはNormalとして撮影 を行 った。
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3.8.2プラー ク法 による定量評価
本研究 では、T4ファージの定量評価 にプラー ク法を用 いた。T4ファージは、非
常 に微小 なウイル スで あるため、光学顕微鏡で は詳細な観察が は困難で ある。顕
微鏡で は定性評価 しか 出来 ないため、細 菌の定 量評価 には、一・般 的 に培養 法が用
い られ る。 しか し、 ウイルス は限 られた遺伝子情報 しか持 っていないため 自分 自
身の力で増殖 することは出来ない。その代わ りに、他 の細菌 に感染 し増殖す る。宿
主 とな る培養細胞 が感染す る とその形状 が変化 する。
プラー ク法では、シー ト状 に培養 した培養細胞 に ウイルス液 を接種 した後 、全
体 を寒天状 のゲルで被 い培養を行 う。これに よ り、ウイルスの感染 は隣接 した細胞
のみ に限定 されて拡 大 し、感染 した細 菌が溶菌 した際に、形成 した細菌箇所(プ
ラー ク)を 形成 する。 プラー ク数 を 目視 で計数す ることで ウイルスの定量 が可能
となる。 ウイル ス1つ が感染 を生 じさせ るとは限 らないため、正確 には ウイルス
数 ではな く 「感染価」 と呼 ばれ る[41]。
本実験で は、T4フ ァー ジを含む液 を滴下 した平板培地 の上 に、宿主 とな る大腸
菌 を加 えた軟寒天 を付加 し、37℃、24時間の条件 で培養 した。T4フ ァージが存
在 しない場合、固 まった軟寒天表面全体 に大腸 菌が増殖す る。一方、T4フ ァージ
が存在す る場合 は、隣接 する大腸菌 に感染 して増殖 し、再 び隣 接 した大腸菌 に感
染す るとい う反応 を繰 り返す。結果 として、T4フ ァー ジが存在す る培地表面付近
に大腸菌 の増殖 で きないプ ラークが形成 され る。 このプラーク数 を計測す る こと
によ り、T4フ ァージ数 の定量評価 を行 った。 プラークが形成 されたシャー レの様
子 を図3.20に示す。
以下 にプラー ク法に よる定量評価 の手順 を示す。(図3.21参照)
1.カジ トン培地 か ら大腸 菌(K12)を平板培地 に塗布 し、370Cで24時間培養
した
2.平板培地 に培養 した大腸菌を1コ ロニー取 り、液体培地 に加 えて37。Cで3～
4時間振盟培養 した
3.上層培地(軟 寒 天)を121。Cで15分高温 高圧滅 菌 した
4.滅菌後 の上層培地 に、液体培地で培養 した大腸 菌を加 えた
5.試料 を平板 培地 に撒布 し、大腸 菌 を加 えた上層培地 を撒布 し、十 分 に撹絆
した
6.上層培地 を撒 いたシ ャー レを37。Cで24時間培養 し、 プラークを計測 した
また、培養 に用 い るための捕集液の回収方法 について述 べる。DM溶 液の送液
後、O.OlMのPBSが10ml入った シャー レに電極 と流露 カバ ーを入れ、、5分 間
超音波洗浄 した。超音波洗浄後 のシャー レ内 の溶液 を回収 し、10、102、103倍と
段階希釈 し、1mlずつ2枚 の平板培地 に撒布 した。 また、実験液 は106、107、108
倍 と段階希釈 し、1mlず つ2枚 の平板培地 に撒布 した。両者 において プラー ク法
による計数 を行 い、平均値 を算 出 した。
42
ボ蜀 畷 ・濯 購 マ ノ
　じゑ
ズ ・.恥 ・
!ρ
,謬司　
♂1嘲{
マ
図3.20:プラー ク形 成 の様 子
捕集液を撒布
上層培地(軟寒天,
大腸菌入)を撒布24h,37。Cで 培養
⇒oe.o一
σ
図3.21:プラー ク法 手 順
3.8.3誘電泳動 イン ピー ダ ンス計測法 によ る定量 評価
DEPIM法の原 理 については前章 にて詳述 した。DEPIM法で は電極 間にかかる
電圧変動 を リアル タイムで測定す る。細菌 の捕集量 に伴 うパ ール チェー ン形成 に
よ りコンダクタンスが増加す る。 この変化量 よ り誘電泳動 による捕集量 の定量評
価 が可能 となる。 また、本研究での捕集対象は、T4ファー ジウイルスであ り、非
球 形モデルであ る。その為、電極 間の捕集状況がパールチ ェー ンとな るか は不明
であ る。 ただ し、十分な捕集量 による電極間橋絡 によ りDEPIM測定 が可能であ
ると考 え られ る。
電圧 印加 と同時 に、 デー タ処理装置 を作 動 させ 、 ロックイ ンア ンプに よる捕集
経過 に伴 う電極部 の電圧 及び位相 について測定 した。デー タ取 得後 に、電圧 と位
相 よ りコ ンダクタンス を算出す ることで、各周波数 における定量評価 を行 った。
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第4章 T4フ ァー ジの捕集 に関す る
検討
本章で は、誘電泳動 によるT4フ ァー ジ捕集 に対 す る効率的 な捕集条件 につい
て、蛍光画像及びプラー ク法を用いた定性評価 及び定量評価 を行 った。主に、周波
数依存性 に着 目し、電極 間隔面積及び送液流量 による依存性 について検討 した。
4.1T4フ ァー ジ捕 集 量 の 周波 数 依存 性
4.1.1蛍 光 画 像 に よ る 捕 集 状 況 の 確 認
本研究では、誘電泳動 によるT4フ ァージ捕集 に対 し、光学顕微鏡 を用いて蛍光
画像 に よる定性評価 を行 った。各周波数 における浮遊 ファージ除去後 の蛍光画像
を図4.2一図4.8に示す。左図が流路下流域、右図が流路上流域であ る。実験液 の流
量 は2.4ml/hで一定 とした。撮影倍率 は200倍で ある。
電圧 印加 時のみ電極 間で捕集が確認 され た。100kHzにおける蛍光強度 は、50
kHz以下及び500kHz以上 と比較 して大 き く、捕集領域全面 での電極 間捕集 が顕
著 となった。10kHz及び1MHzで は蛍光 が非常 に小 さ く、100kHzに近づ くにつ
れて大 きくなってい ることがわか る。
50kHz、100kHz及び500kHzにお ける時間経過 による捕集状況 について図4.9-
4。11に示す。4分 経過及 び12分経過時 の上流域 の蛍光画像 であ る。100kHzにお
いては4分 経過で捕集が確認 がされ るこ とに対 し、他 の周波数で は12分経過以降
で確 認 された。 この こ とか らも、100kHzの捕集量 が最大 であ ると言 える。 した
がって、T4ファージは、低周波数域 に捕集 ピー クが存在す ると考 え られ る。 また、
100kHzの捕集状況 において は上流域 よ り下流域で の捕集数 が増加 した。流れ に
よ りT4フ ァー ジが下流域へ少 しずつ移 動 してお り、T4フ ァー ジへ の誘電泳動力
は流体圧力 と同程度で ある と推察 され る。
50kHz、100KHz及び500kHzについてDEP捕 集直後(DM溶 液送液前)の 蛍
光画像 を図4.12一図4.14に示 す。DM溶 液 送液後 の図4.3、4.4及び図4.7と比較す
る と、電極 間の蛍光強 度だ けで はな く、電極全体 で大 きい ことがわか る。捕集 さ
れずに電極 上部 に浮遊 してい るT4フ ァー ジの影響で ある。DM溶 液送液後 の画像
と差 が顕著 である ことか ら、浮遊 ファージ数 を除去す ることが正確 な捕集量の測
定 に必要で あると言 える。
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(b)上流(a)下流
図4.1:電極 位 置
(a)下流(b)上 流
図4.2二10kHzにお け る捕 集 状況
(a)下流(b)上 流
図4.3:50kHzにお け る捕 集 状況
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(c■)下流(b)上 流
図4.4:100kHzにお ける捕 集 状 況
(a)下流(b)上 流
図4.5:200kHzにお け る捕集 状 況
(a)下流(b)上 流
図4.6:300kHzにお け る捕 集 状 況
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(a)下流(b)上 流
図4.7:500kHzにお け る捕 集 状 況
(a)下流(b)上 流
図4.8:1MHzに お け る捕 集 状 況
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(a)4分後(b)12分 後
図4.9:50kHzにお け る時 間進 展
(a)4分後(b)12分 後
図4.10:100kHzにお ける時 間 進 展
(a)4分後(b)12分 後
図4.11:500kHzにお け る時 間 進 展
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(tL)下流(b)上 流
図4.12:50kHz,DEP捕集後(DM溶 液 送 液 前)
(a)下流(b)上 流
図4.13:100kHz,DEP捕集 後(DM溶 液 送 液 前)
(a)下流(b)上 流
図4.14:500kHz,DEP捕集 後(DM溶 液 送 液 前)
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4.1.2プラー ク法 にお ける捕集T4フ ァージの生物 学的計測
DEPに よ り電極部 に捕集 したT4フ ァー ジにおいて プラー ク法 を用いて計数 を
行 った。 図4.15に示 したT4フ ァー ジ捕集数 における周波数依存性 について述 べ
る。横軸 が印加周波数、縦軸 が捕集 ウイルス数 であ る。捕集 ウイルス数 は各サ ン
プルの平均値 を使用 し、周波数範囲 は10kHz-1MHzとした。200kHz及び300
KHzについてはサ ンプル数が少な く正確 さに欠 けるため、省略 した。捕集 ファー
ジ数 は、100kHzで4.41×105PFUとな り他 の周波数 と比較 し最 大であ った。50
kHz以下及び500kHz以上で捕集数 の減少が確認 され10kHz及び1MHzで は著 し
く減少 した。50kHzでは、1.74× 105PFU、500kHzでは7.7×104PFUであ っ
た。100kHzと比較 する と、50kHzは2.7×105PFUの差 である ことに対 し、500
kHzでは、6.7×104PFUと差が大 きい こ とか ら捕集 ピークは100kHz付近 に存在
する と考 え られ る。
前 小節 に述 べた蛍光画像 か ら得 られた捕 集配 置 とプラー ク法 による捕集総数 の
評価 か ら、T4フ ァー ジは低周波数域(100kHz付近)に捕集 ピー クが存在す ると言
える。本傾 向はMadiyaretα1.による実験結果 と同様の傾 向を示 した[42](図4.16
参照)。この結果 では、10kHz時に最大の捕集数 となってお り、高周波数 では捕集
で きていないことか ら低周波数域 に捕集 ピー クが存在する と考え られ る。一方、他
の同程度 の大 きさの球状 ウイル ス(InfuenzaVirusなど)は高周波数域で捕集 され
やすい と報告 されている[43]。MtillerらはIn且uenzaVirusをモデル ウイル スとし
て、誘電泳動力 に対 す るクロスオーバー周波数付近 の周波数特性 を調査 した[44]。
イ ンフルエ ンザ ウイル スに対す る誘電泳動 力が7.5MHzにおいて最大で あること
を示 す(図4.17参照)。
T4ファー ジは、球 状で はな く、複雑 な突起形状 及び構 造 を有 してい る。 また、
エ ンベ ロー プな どの膜 もない。 そのた め、分極効果 が高 く、高周波数域 で誘電泳
動 力が強 く作用す る球状 ウイルス とは異な る捕集特性 を示 した と推察 され る。
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図4.15:捕集T4フ ァー ジに対 す る周波数依存性
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4.2最 大捕集 時の濃縮率
電極 部で捕集 されたT4フ ァージ濃度noは、捕集数Nを 電極領域Sで 除すこと
で算出 され る。 式4.1に示す。 なお、電極部 の幅 は流路幅 と同等 とみな した。
n・÷ 金絆1-Z94×1・8[PFU/ml](4・1)
また、濃縮率roは、捕集 ファージ濃度noを平均 の実験液濃度Noで 除す こと算
出 される。 式(4.2)に示 す。
筍 一 一 搬 評 一2・7倍(4・2)
本 デバ イスでのT4フ ァージ最大捕集時では、12.7倍となった。誘電泳動 による
濃縮性能 において約10倍以上の濃縮 が確認で き、一般的な濃縮法 と同程度の効果
が示 された。なお、一般的 な濃縮 法での濃縮 率は10-100倍と言われ る[45]。今後、
流路 内の電極領 域の拡大 によ り更 なる性能 の向上が期待で きる。
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4.3T4フ ァージの効率的 な捕集条件 の検討
本節 では、DEPを 用 いたT4フ ァージの効率的捕集 に対 し、周 波数 以外 の条件
について検証 した。
4.3.1電極 間隔依存性
DEP力は、粒径 に依存 している。T4ファージの粒径 は200nmであるため、誘電
泳動力が小 さい。そこで前節 の捕集時には電極 間隔1μmの 電極 を用いてT4フ ァー
ジの捕集 を行 ったが、100kHz付近の周波 数で は十分 な捕集 が確認 で きた。 ゆえ
に、電極 問隔 を拡 大 して電界 勾配 が減 少 して も電極 間隔の拡 大 による捕集 面積 の
増加か ら、捕集数 の増 加 による検 出が可能で はないか と考 えた。そ こで、本実験
で は電極間隔1μm及 び5μmの 電極 を用 いて比較 した。なお、本実験 では、送液
時間 を20分間 とし、周波数 を50kHz、100kHz及び500kHzとした。
図4.18及び図4.19に各電極 での捕集 ファージ数 の周波数依存性 を示す。図4,18
と捕集数 を比較 した(図4.20参照)。これ らの値 は、4回分 の平均値であ る。50kHz
及び100kHzにおいて、捕集数 の増加が確認 され、500kHzでは捕集数が低 下 し
た。50kHz及び100kHzにおいてはDEP力 が十分 に大 きいため、捕集面積の拡
大 に伴 い捕集数が増加 した と考 え られ る。前節 でも述べたが、T4フ ァージに対 し
て、100kHzではDEPが 最 も有効 に作用す る。そのため、電極 間隔拡 大に よる誘
電泳動力 の低下の影響 が小 さ く、捕集数の増加 が最大であった。一方、500kHzで
はDEP力 が小 さいため、電極 間隔拡 大に よるDEP力 低 下に よ り捕集数 が減少 し
た と考 えられ る。
本実験 に より、電極 間隔の拡大 による捕集数 の増加 が確認 された。100kHzにお
いて電極間隔5μmの 電極 を用い ることで最大捕集数 は増加 し、濃縮性能の向上 が
可能 とな る。
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4.3.2送液流量 依存性
次 に、T4フ ァージ実験 液の送液流量依存性 について述べ る。DEPは フロータ
イプの実験 系 となるこ とが多 く、送液流量 は重要なパ ラメータであ る。流量 とは、
単位時間当た りどの程度 の量が移 動 したかを表す。本実験 で は、送液時間 を20分
と一定 にし、流速及び供給量の どち らが捕集数の増加 に効果があ るかを検証 した。
用 いた流量 と流速 の関係 につ いて表4.1に示す。流速 の減少 は、DEPに よる捕集
力 を増加 させ るが、供給量 が減少 する。流量 の変化 は、供給量及 び流速変化 によ
るDEP捕 集 の しやす さにおいて二律背反の関係 にな ってい る。T4フ ァージに対
す る100kHzでのDEP力 は十分である と考え、流量 の変化 による供給量の増加 か
ら捕集数 の向上が可能であ ると考 えた。
100kHzにおけるDEP捕 集の流量依存性 について 図4.21に示す。各流量 に対す
る捕集後 の蛍光画像 を図4.22一図424に示す。 印加電圧及び周波数 は20Vpp及び
100kHzを使用 した。流量 の増 加 に伴い、捕集数が減少 した。流速 の増加 に よ り
T4ファージへ のDEP力 が作用 しに くくなった と考 え られ る。供給量 が1/3であ
るにも関わ らず捕集数 が増加 した ことか ら、T4フ ァージへ のDEP力 は非常に小
さい と推察 され る。 また、下流域 へのス ライ ド効果 において、流速増加 に伴 う変
化 は見 られ なかった。
表4.1:流量 及び流速 の関係性
流量 流速 供給量(20min)
1.2ml/h0.67mm/sec400μ1
2.4ml/h1.33mm/sec800μ1
3.6ml/h2.01mm/sec1,200μ1
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図4.22:L2ml/hにお け る捕 集状 況
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(a)下流(b)上 流
図4.23:2.4ml/hにお け る捕 集 状 況
(a)下流(b)上 流
図424:3.6ml/hにお け る捕 集 状 況
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4.4本 章 の ま とめ
本章 では、DEPに よ り捕集 したT4フ ァージの周波数依存性 について蛍光画像
に よる定性評価及 びプ ラー ク法に よる定量評価 を行 った。 さらに、電極間隔及 び
送液流量 について効 率的捕集条件 について調査 した。
光学顕微鏡 を用 いた蛍光観察 よ り、電圧印加時のみ電極間で捕集 が確認 された。
周波数依存性 について は、100kHzにおいて蛍光強度が最大 とな り、10kHz及び
1MHzでは蛍光が確認 されなか った。
プラーク法 による計数 でも、100kHzが捕集数 が最大 とな り50kHz以下及び500
kHz以上で著 しく低 下 した。T4フ ァー ジのDEP捕 集 にお ける周波数依存性 につ
いて、100KHz付近 に捕集 ピー クが存在 する ことが明 らか にな り、Madiyaretα1.
と同様 の傾向が示 された。
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第5章 誘電泳動インピーダンス計測
法 による定量評価
本 章で は、DEPIM法を用いたT4フ ァー ジの検 出及 び定量評価 を行 う。 まず、
電極 部 とロックイ ンア ンプを接続 する分圧 回路 について説明 し、次 に定量評価 の
結果 を述べ る。菌捕捉 時の電気定数 変化 について、等価 回路 による簡易モデル を
構築 し、各周波数での ファージ捕集数 に対 す るコンダクタンス変化 を数値的 に検
証 した。
5.1分 圧 回 路
本節 では、DEPIM測定 に伴い作成 した分圧 回路 について述べ る。DEPIM法は
電極 間にかか る電圧 変動 を計測す るため、回路の安定化抵抗 にロックイ ンアンプ
を並 列接続 す る。 しか し、 ロックイ ンア ンプは微 小信 号 を検 出す る装置で あるた
め、 入力電圧 は1V以 下 にす る必要 がある。 そのため、 ブ レッ ドボー ド上 に分圧
回路 を作成 し電極部 とロ ックインアンプの接続 を行 った。
5.1.1回 路 作 成
本 研 究 で使 用 した 回路 図 お よび 実 装 図 につ い て 図5.1及び 図5.2に示 す。 誘 電 泳
動 デバ イ ス の イ ン ピー ダ ンス は、LCRメ ー ター(L2000、HIOKI)を用 いて 測 定 し
た(図5.3参照)。デ バ イ ス の イ ン ピー ダ ンス は、50kHz及び100kHz印加 時 は20
kΩ、500kHz印加 時 は、5kΩ と した。信 号 電 圧(R1:V、g)と参 照電 圧(R3:Vr。f)が
1V以 下 に な る よ うな抵 抗 値 を求 め 、 回路 を作 成 した 。 ロ ッ クイ ン ア ン プ との 接
続 に は、 エ ク ス テ ンダ ー を介 して い る ため 、 内部 抵 抗 と して50Ω を考 慮 した。 各
周 波 数 にお ける信 号 電圧 及 び参 照電 圧 を表5.1に示 す。 印加 電 圧 は20Vppで あ る。
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表5.1:分圧 回路 における各電圧
周波数 信号電圧(R1)参照信号(R3)
50kHz及び100kHz 33m玲P 632m巧 ・P
500kHz 132ml4・P 632mレ争P
■Imperdance[Ω]1
2.OxlO4
1.6x104
?????
?????
???
?
??
??
??
?
??
』。
?
?
0.0
0.0 2.Ox1054.OxlO56.OxlOs
Frequency[Hz]
8.Ox1051.ex106
図5.3:誘電 泳 動 デバ イ ス の イ ン ピー ダ ンス
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5.1.2大腸菌及び酵母を用いた性能評価
作成 した分圧 回路 の性 能評価 のため に、大腸 菌及び酵母 を用 いてDEPIM実験
を行 った。大腸 菌及び酵母 について は、粒径 がT4フ ァージ よ り大 きくDEP力 が
高 いため、粒径 に対応 した電極 間隔 を持つ電極 を選択 した。粒径及 び実験 条件 を
表5.2に示 す。印加電圧 は、10Vpp、周波数 は50、100及び500kHzに変化 させ
た。捕集時間 は10分、流量 は2.4mlとした。
大腸菌 におけ る蛍光画像 及びDEPIMの結果 を図5.4一図5.6に示す。各 図(b)
は、計測時間 と電圧 印加開始時 か らの △Gと の関係 を表す。大腸菌 が電極間 に捕
集 され始 めるの と同時 に △Gの 増加が見 られ た。DEPIM法で は △Gの 大 きさに
より捕集数 を測定 する。100kHzで△Gが 最大 とな り、捕集数 が高い と思われる。
蛍光画像 による定性評価 と比較 しても同様 のこ とが言 えるため妥 当な結果 である
と言 える。
酵母 に対す る捕集画像及 びDEPIMの結果 を図5。7-5.9に示す。100kHzにおい
て他 の周波数 よ りも多 く捕集 されている ことが確認 され、 コンダクタ ンスの増加
も確認で きた。大腸 菌 と同様 の結果 を得 る ことがで きた。
以上 の ことか ら、 分圧 回路 を用いたDEPIM法 において、正 しく計測 できて い
る ことが確認 された。 この回路 を用 いてT4フ ァージのDEPIM実験 を行 う。
表5.2:大腸菌及び酵母の粒径 及び実験条件
菌種 粒径 電極 実験液濃度
大腸菌 2～3μm ITO電極,電極 間隔10μm 8.0×106CFU/ml
酵母 5～7μm ITO電極,電極 間隔20μm 1.0×105CFU/ml
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5.2DEPIMに よ るT4フ ァー ジ検 出 及び 定量 評 価
本節で は、T4フ ァージの捕集数に対 する周波数依存性 についてDEPIM法を用
いて計測 を行 った。本実験 で使用 した懸濁液調整 法を示 し、定量評価 の結果 につ
いて述べ る。
5.2.1セン トリプ レップを用 いた導電率調整 法
DEPIM法で使用 した実験駅の導電率調整 には、セ ン トリプ レップを使用 した。
セ ン トリプ レップに よる導電率調整 は、 セ ン トリカ ッ トと比較 して実験液濃度 が
高 く保持で きるため、DEPIM法において有用であ ると考 えた。両者に より作成 さ
れ た実験液濃度 の違 いについて図5.10を示す。各 サ ンプル の平均値 を用いた。 こ
の違 いの理 由 として、容器構 造の違いが影 響 してい る。セ ン トリカ ッ トは遠心分
離 を行 う際 にフィル タへ直接遠心力が働 く。そのため、T4フ ァージがフィル タに
付着 し濃度 の低下 に繋が る。 ろ過 され た懸濁液 にT4フ ァージが少量 しか確認で き
な ったこ とか らも本推察 は妥当であ ると言える。
6.OxlO7
????
????
??
??」?
?
?
?
セ ントリカツト セントリプレップ
図5ユ0:各手法 で作成 された実験 液濃度
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5.2.2T4ファー ジ検 出及び定量評価
前節で作成 した分圧 回路を用 いてT4フ ァージに対 してDEPIM測定 を行 う。蛍
光画像 による捕集状況 よ り周波数 は、50kHz、100KHz及び500kHzに変化 させ
た。捕集時間 は20分とした。DEPIM中にお ける電極 間での捕集状況 は前章で示
した通 り電極 間全体 で確認 された。T4フ ァー ジにお けるDEPIM測定結果 につい
て、DEP力 が最大 と思われ る100kHzにおいて例 を図5.11に示す。電圧 印加後、
T4ファー ジが捕集 され始 めるのと同時に △Gの 増加が見 られた。20分間の捕集で
約2μSの増加 を測定 した。T4ファージに対 し1時 間以内での迅速な濃縮検 出が可
能で あることを示唆 した。
次 に、各周波数 にお ける捕集時間に伴 う△Gの 変化 について図5.12及び5.13に
示す。各周波数 において、安定 した △Gの 増加が確認 された。両図において、100
k且zでは約2μSの コンダクタンス変化が確認 され、他 の周波数 と比較 す ると最大
となった。 この結果 は、蛍光画像 及び プラーク法の結果 と同様 であ り、捕集数 も
最大で あると考 えられる。T4フ ァー ジの誘電詠動捕集 に対 し、100kHzにおいて
各評価方法で相 関を得 る ことがで きた。図5.12で示 した500kHzの場 合は、捕集
直後、△Gが 不安定 とな った。本原 因 としては、DEPに よる電極 間隔への拘束が
不十分であ り、一度捕集 されたT4フ ァージが流れに よ りはずれた ことが考え られ
る。一方、50kHzにおいて は、△Gが 増加 した後 に減少す る傾 向が確認 された。プ
ラーク法の結果 とは異な り、500kHzより50kHzの値が小 さい結果 が得 られた。
本結果 よ りT4フ ァージの捕集 ピークは低周波数域(100kHz付近)に 存在 する
と考 え られ る。 しか し、100KHz以外 において、DEPIMにお ける周波数依存性
は、蛍光画像 やプ ラー ク法 と異 なる結果 とな った。本原 因については、次節 で説
明す る。
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図5.11:T4ファー ジ捕 集 にお け る計 測 時 間 と △Gの 関係
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図5.13:各周 波 数 に お け る △G
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5.3等 価 回路 によるコンダ クタンス数値解析
前節 よ り、DEPIM法における評価 は定量性 に欠けるため、 ファージ捕集時の電
気定数変化 について等価 回路 に よる簡易 モデルを構築 し、各周波数 でのフ ァージ
捕集数 に対す る コンダク タンス変化 を数値的 に検証 した。 また、媒質及 びフ ァー
ジの導電率依 存性 についても検証 した。
5.3.1解 析 モ デ ル
等価 回路及 び ファージにおける解析 モデル を示 す。 ファー ジモデル は、図5.14
に示す。等価 回路 モデル において は、電極部 とファー ジ捕集時の電極部 につ いて
図5.15に示 す。 また、本回路 は理想 系であ り、実際は電極 に保護膜 が蒸着 されて
い るため、等価 回路 は図5,16になる。 ファージ及び媒質の条件 については表5.3に
示す。以下条件 を基準 として、周波数依存性 及び導電率依存性 について検証する。
200nm
}
50nm
図5.14ニフ ァ ー ジ モ デ ル
表5.3:ファー ジ 及 び媒 質 の条 件
導電率 比誘電率
フ アー ジ 0.32S/m80
媒質 0.10mS/m79
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(a)電極部(b)電 極部十捕集部
図5.15:電極 部の等価 回路
c⊥ 保護膜
RE ??
図5.16:電極部 の等価 回路(保護膜 有)
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5.3.2T4ファー ジの周 波数 依存性
フ ァー ジ及び媒 質の条件 は前節 の通 りである。周波数 を10kHz-10MHz、捕集
数 を103-lolo個に変化 させ た。周波数依存性 につ いて は、電極 に保護膜 が無い条
件及び保護膜 が有 る条件 にについて行 う。10kHz、100kHz及び1MHz時 のコン
ダクタンス及びサセ プタンスについて図5.17一図5,19に示 し、全周波数 におけるコ
ンダクタンス については、図5.20に示 す。保護膜 無の場合は、抵抗 とコンデンサ
の並列接続 のみなので、周波数 に よる コンダクタンスの変化 はな く、サセ プタン
ス は周波数 に伴 い増加 した。
一方、保護膜有で は、周波数増加 に伴い コンダクタンスの値 に変化 が見 られた。
各周波数 において、低捕集数時で はコンダクタ ンスが10μS付近 で一定であるが、
捕集数が107個を境(分 岐点)に10kHzにおいて は減少 した。その他周波数で は
一度増加 した後 に低下 した。 コンダクタンスは周波数 とともに増加 し、最大値 は、
高捕集数側へ移動 した。高捕集数側 では、周波数 が高 い とコ ンダクタ ンスが増加
しやす い傾 向がある と考 え られる。周波数 に よ りコンダクタ ンス感度 が異 なる と
推察で きる。本特徴 は、前節のDEPIMの結果 における500kHzのGの増加 の要
因 と考 え られ る。
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5.3.3測 定 値 と の 比 較
等価 回路 に よ り得 られた特徴 について測定結果 との比較 を行 った。 ここで、等
価 回路 における100kHzでの捕 集数 を107個と設定 した。50kHz及び500kHzに
おいて もプラーク法の結果 よ り計算 し、捕集数 を設定 した(表5.4参照)。各周波数
における △Gの 捕集数依 存性 を図521に示す。100kHzでGが最大 とな り、500
kHz、50KHzの順番 に大 きくなった。本結果 は、測定結果 と同様の傾 向を示 した。
したが って、本解析 モデル は妥 当であると言える。 また、DEPIM法において、測
定結果及 び等価 回路 に よる数値検証 の両者 を用 いる ことで迅速 な定量評価 の可能
性 を示唆 した。
表5.4:各周波数 における等価 回路 の変化量
周波数
(kHz)
プラー ク法
(PFU)
等価 回路
(PFU)
等価 回路 にお ける △G
(μS)
50 1.7×105 3.8×106 1.8
100 4,4×105 1.0×107 7.2
500 7マ×104 1.8×106 3.8
25
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図5.21:各周波数 にお けるコンダク タンス変化量
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5.3.4媒質及 び ファー ジの導 電率依存 性
媒質の導 電率依存性
次 に、媒質の導電率 を0.1-10mS/mに変化 させ た(図5.22参照)。0.1mS/m及び
10mS/mは、蒸留水及び水道水 と同等の導電率 である。媒質の導電率 を増加 させ
ると、分岐点及び最大値 は高捕集数側 へ移動 した。10MHzにおける最大値 は、導
電率の変化に よらず10mS付近であま り変化が見 られなかった。低捕集数時のコン
ダクタンスについて は、導電率 の増加 に伴 い、100kHz以下 では減少 し、500kHz
以上で は増加 した。周波数 に よる コンダクタンスの変化が確認 された。0.1mS/m
で は10kHzのみ分岐点以降 にコンダクタンスの減少が見 られたが、10mS/mで
は、5MH以 下の周波数で減少 が見 られた。媒質 の導電率 が高 いと、コンダクタン
ス は周波数 とともに増加 する傾 向がある と言 える。
ファージの導 電率依存性
ファージの導電率 を0,003-0.3S/mと変化 させ た(図5.23参照)。0.003S/mは細
胞質 と同等 の導電率 である。 フ ァージの導電率 を増加 させ る と、分岐点及び最大
値 は低捕集数側へ移動 した。10M且zにお ける最 大値 は、導電率 の増加 に よ り10
kHzと比較 して23.6倍とな った。低捕集数 時の コンダクタ ンスは10kHzでは10
μS付近で一定 であった。10k且z以外では、 ファージ導電率 の変化 によ らず、一度
増加 した後 に低 下 した。媒質 の導電率変化 とは逆の特性 が確認 された。
以上 よ り、媒質 及び ファージ導電率の値 によ りコンダクタンスは変化 し、最大
値 は移動す る。媒質 の変化 は、周波数 に よる コンダクタンスの増減 に関与 して い
る。周波数依存性 も変化 するため一定 に保 つ ことが重要 である。 ファージの導電
率 は細胞 壁の破壊 による媒質混 入がない限 り変化 は しない。DEPIM法において、
媒質及び菌体 の導電率 は重要 なパ ラメー タであ り、本傾 向を考慮 する必要 がある
と考 える。
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5.4本 章 の ま とめ
本章で は、DEPIM法による捕集T4フ ァー ジの検 出、定量評価及び等価 回路 に
よる簡易モデルを用いた数値解析 を行った。DEPIM実験 の結果、捕集開始 と同時
にコ ンダクタンスの増加 を確認 し、T4フ ァー ジを対象 とした1時 間以内での迅速
な検出が可能で ある ことを示 した。周波数依存性 について も、100kHzにおいて約
2μSの増加 を確認 し、他の周波数 と比較 し最大 の増加量 を示 した。蛍光画像及び
プラーク法 と同様 の傾 向が確認 され相関 を得 ることがで きた。
また、数値解析 の結果、高捕集時 において周波数増加 に伴 い、 コンダクタンス
が増加 しやす い傾 向にある ことが示 され た。周波数 に よ りコンダクタ ンス感度が
異な る推察 され る。測定値 との比較 によ り、同様 の傾向が確認 され、解析モデル の
妥当性 を示 した。また、DEPIM実験 で確認 された500kHzにお けるコンダクタン
ス増加 の要 因 といえる。媒質及 びフ ァージの導電率 を増加 させ る と、周波数依存
性が変化 した。媒質 及びファージの導電率変化において真逆の挙動 が確認 された。
DEPIM法において、媒質及び菌体 の導電率 は重要 なパ ラメー タであ ると言える。
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第6章 総論
6.1結 論
薬剤耐性菌 の増加 は、世界各 国で食 中毒 や院内感染症 を引 き起 こす な ど深刻 な
問題 となってお り、抗 生物質 を使 用 しない治療技術の開発及 び迅速な細菌検 出が
急務 となって いる。 そ こで、近年注 目され ているバ クテ リオ ファージの医療応用
に向けた迅速、簡便 かつ安価 な精製濃縮 方法 が望 まれ ている。 これ らの現状 を踏
まえ、本研究では、誘 電泳動 を用いたT4フ ァー ジウイル スの精製濃縮 に向 けた効
率的捕集条件の精査 を行 った。 また、DEPIM法に よ り定量性の向上 を検証 した。
光学顕微鏡 に よる蛍光観察 では、 リアル タイム による捕集状況の確認 を行 った。
電圧 印加時のみ電極部 で捕集が確認 された。周波数が100kHzにおいて蛍光強度 が
最大 とな り、周波数 が10kHz及び1MHzに 近づ くに連れて蛍光強度 は小 さ くなっ
た。また、 プラーク法 による生物学的計測で も同様 の傾 向が確認 され、100kHzに
おいて4.4×105PFUとな り捕集数が最大 となった。なお、本手法 にお ける濃縮率
は12.7倍とな り、 一般的 な濃縮法 と同等の結果 を得 ることがで きた。
以上 よ り、T4ファー ジのDEP捕 集 における周波数依存性 は低周波数域(100kHz
付近)に捕集 ピークが存在す ると言える。本結果 は、他 の文献 において、同程度 の
周波数帯 で捕集 ピー クが確認 され ているこ とか ら妥当である。
DEPIM実験で は、作成 した分圧 回路 を用 いて、T4フ ァージ捕集 におけるコン
ダクタンス変化 について測定 した。電圧 印加 と同時 にコンダクタンス の増加が確
認 された。 周波数依存性 について も100kHzにおいて コンダクタンス の変化量 は
最大 とな り、蛍光観察及び プラーク法 と同様 の傾 向を得 ることがで きた。3つ の評
価 方法で相 関を得 る ことがで きた。
DEPIM法において等価 回路 に よる簡易 モデル を用い た数値解析 を行い、捕集
ファージ数 に伴 うコンダクタンス変化 について検証 した。高捕集時には、周波数が
高 いほ どコンダク タンスが増 加 しやすい傾 向 を示 し、周波数 によ りコンダクタン
ス感度が異な ると推察 できる。測定結果 との比較 に よ り、同様の傾 向が確認 され、
等価回路 の妥 当性が示 された。本解析結果 を考慮す ることで、DEPIM法を用いた
迅速 な定量評価 の可能性 を示 唆 した。 また、媒質 の導電率増加 に伴 い分岐点が高
捕集側へ移動 し、低捕集時 の コンダク タンスは、低周 波側 で は減 少 し、高周波側
で は増加 した。一方、 フ ァー ジの導電率 を変化 させ ると真逆 の挙動が確認 された。
DEPIM法において、媒質及び菌体 の導 電率 は重要 なパ ラメータで ある と言 える。
以上 の結果 よ り、誘 電泳動 を用いたT4フ ァー ジの精製濃縮 は有用 であると言え
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る。今後、更 なる精製可能条件 を調査す ることでT4フ ァー ジの医療応用 へ向けた
濃縮 法 と しての展 開が期待 できる。
6.2今 後 の展 望
蛍光観察及びプラー ク法において は十分 な再現性 を得 られたが、DEPIM法にお
いては実験 回数 に欠 けるため、 よ り再現性 を高め る必要が ある。 また、等価 回路
の数値解析 において、細胞壁 を考慮 した一層 モデル に変更 し現 実に よ り近いモデ
ルで数値解析 を行 う。
本手 法に よる濃縮 が可能 であ ることは示 されたため、電極部 の拡 大及び負の誘
電泳動 と組 み合わせ ることに よ り濃縮 率の向上 も見込 まれ る。そ して、同サイズ
の他 の ウイル ス(PMMoVなど)への応用 も検討 してい きたい。
83
謝辞
本研究 は、首都大学東京、理工学研 究科 、電気電子工学専攻、マイ クロ電気力
学研究室及び電磁 気応用 グループにおいて行われたものである。
本研 究を進めるにあた りご指導 を頂 きました内田諭准教授、栃久保文嘉教授、白
井直機助教 に深 く感謝致 します。内田先生 には研究の基本的 な進め方や考え方、実
験 内容へのア ドバ イス及び社会人 として も数 々のご助言 を頂 きました。SEM観 察
にあた って は、斉藤光史助教 にも操作方法な ど詳 しく教 えて いただ きま した。本
当にお世話 にな りました。
共同研究 として、本研 究 にご助言及び技術 サポー トを して下 さい ま した、東京
大学の片 山浩之准教授、 中川 さんに深 く感謝致 します。滅 多 にご挨拶 にも伺 えな
か った にも関わ らず、文献 の ご手配 や実験手技 の ご指導等 、親 身 にご協 力頂 きあ
りが とうござい ました。
また、共 同研究 として本研究 を共に進めて頂 きました、株式会社AFIテクノロ
ジーの円城寺隆治氏 に深 く感謝致 します。実験手技 の ご指導 を基礎 か らご指導頂
いたほか、昼夜 を問わず研 究や私生活 に渡 るご相談 に度 々乗 って頂 き、大変感謝
致 してお ります。
実験 を進め るにあた り、サ ポー トを して下 さい ました、本研 究室技術 員の加藤
英 子氏、高瀬 亜希 氏 に深 く感謝致 します。 ご自身 の研 究で ご多忙な中、貴重な お
時間を割 いて頂 き、大変感謝致 します。
日頃か ら数 々の協力、指導 を していただ きました電磁 気応 用 グルー プの皆様 に
感謝致 します。
84
関連図書
[1]CentersforDiseaseControlandPrevention,ANTIBIOTICRESISTANCE
THREATSintheUnitedStates,(2013)
[2]InfectiousDiseasesSocietyofAmerica,
Sheet(2013)
[3]横山 敬 子:防 菌 防 徽37149(2009)
An七ibioticResistanceFact
[4]Sjogren,E.,Lindblom,G.B,1〈aijser,B.,Journαlo/Antimicroわiα1
Ohemotherαpy,40257-261(1997)
[5]Gaudreau,C.,Gilbert,1.,AntimicrobiαlAgentsαndOhemotherαpy,422106-
2108(1998)
[6]Smith,KE,Besser,J.M.,Hedberg,C.W.etal.,TheNeωEnglαndJournαlof
Medicine,3401525-1532(1999)
[7]Engberg,J.,Neimann,J.,Nielsen.E.M.etal.,EmergingInfectiousDi8eases
ブo駕rγzα1,101056-1063(2004)
[8]S.Matsuzaki,TheJo2LrnαlofInfectioiLsl)i8eα8es,187613-624(2003)
[9]東京 工 業 大 学 研 究 紹 介
http://www.hyoka.koho.titech.ac.jp/eprd/recently/research/research.php?id=79
(2016/01/09参照)
[10]山下 琢 矢 、 宇 都 口 直 樹 、 鈴 木 亮 、 長 野 一 也 、 角 田 慎 一 、 堤 康 夫 、 丸 山 一 雄:
YAKUGAKUZASSHI,130479-485(2010)
[11]野上 尊 子,食 品 工 業,752(2000)
[12]T.Funatsuetal.,M乞croδoZ gッαη,dimmunology,46365(2003)
[13]Abbaszadegan,M.,MS.Huber,C.P.Gerba,andI.LPepper.,Appliedαnd
EnvironmentαlMicrobiology,591318-1324(1993)
85
[14]SchwabKJ.,R.DeLeon,andMD.Sobsey.,AppliedαndEnviron"zentαl
Microbiology,61531-537(1995)
[15]独立 行 政 法 人 国 立 病 院 機 構 金 沢 医 療 セ ン タ ーHP,臨 床 検 査 科 細 菌 検 査
http://www.kanazawa-hosp.jp/service/rinkensa/rinkensaO7.htm
(2016/1/14参照)
[16]MullisK.,faloonaF.,ScharfS.,SaikiR.,HornG.,ErlichH.,OoldSpring
HαrborSymposiαon(?zLαntitαtiveBiology,101263-273(1986)
[17]櫻林 郁 之 介 監 修:最 新 臨 床 検 査 項 目 辞 典,第1版 第1刷,医 師 薬 出 版(2008)
[18]独立 行 政 法 人 国 立 病 院 機 構 金 沢 医 療 セ ン タ ーHP,臨 床 検 査 科 細 菌 検 査
http://www.kanazawa-hosp.jp/service/rinkensa/rinkensaO7.htm(2016/1/14
参 照)
[19]H.A.Pohl,Dielectrophoresi8(1978)
[20]鷲津 正 夫,川 端 智 久,黒 澤 修,鈴 木 誠 一,電 子 情 報 通 信 学 会 論 文 誌C,J83-C(2000)
[21]鈴木 雅 登,安 川 智 之,珠 玖 仁,末 永 智 一,分 析 化 学,541189-1195(2005)
[22]Chi-HanChioua,Liang-JuChiena,Tsung-CheChoua,Jr-LungLinb,and
JosephT.Tseng,Biosen80r8αndBioelectTonics,262484-2488(2011)
[23]中野 道 彦,正 西 康 彦,久 島 和 史,毛 麗i梛,末 廣 純 也:平 成24年 電 気 学 会 全 国 大 会
論 文 集
[24]高澤 晋,平 成25年 度 修 士 学 位 論 文 電 気 電 子 工 学 専 攻 マ イ ク ロ 電 気 力 学 研 究 室
[25]J.Suehiro,R.Yatsunami,R.HamadaandM.Hara:JournalofPhy8icsD'
AppliedPhysics,322814-2820(1999)
[26]J.Suehiro,R.Hamada,D.Noutomi,M.ShutouandM.Hara,JoiLrnαlo/
Electro8tatics,57157-168(2003)
[27]D,W.E.Allsopp,K.Milner,A.PBrownandW.BBetts:JournaZofPhysicsD'
ノ4Pjρあθ(メ1)んysics,321066(1991)
[28]IrinaErmolina,JoelMilner,andHywelMorgan,Elec-trophoresis,273939-
3948(2006)
[29]HisatakaMaruyama,KyosukeKotani,TaisukeMasuda,AyaeHonda,Tat-
suroTakahata,andFumihitoArai,.Microfluidicsαnd/Vαnofl2Lidics,101109-
1117(2011)
86
[30]KidongPark,DemirAkin,andRashidBashir,BiomedicαZMicrodevices,9877-
883(2007)
[31]高澤 晋 ら:静電 気 学 会 誌,382-8(2014)
[32]坂根 優 矢,平 成24年 度 修 士 学 位 論 文 電 気 電 子 工 学 専 攻 マ イ ク ロ 電 気 力 学 研
究 室
[33]ChenZhang,KhashayarKhoshmanesh,ArnanMitchell,andKourosh
Kalantar-zadeh,Anαlyticα1αndBioαnαlyticα10hemistry,396401-420(2010)
[34]末廣 純 也:電 学 誌,121869-(2001)
[35]AsokanSB,JawerthL,CarrollRL,CheneyRE,WashburnS,SuperfineR,
NanoLetters3431(2003)
[36]Woon-HongYeo,Hyun-BooLee,Jong-HoonKim,Kyong-HoonLee,Jae-Hyun
Chung,Nanotechnology,249-(2013)
[37]MichaelG.Rossmann,MarcC.Morais,PetrG.Leiman,andWeiZhang,
StrlLcture,13355-362(2005)
[38]株式 会 社 エ イ ア ン ドテ ィ ー 、 ホ ー ム ペ ー ジ
http://www.aandt.co.jp/jpn/tree/vol・8・htm(2016/01/13参照)
[39]W.Schnedl,A.-V.Mikelsaar,M.Breitenbach,0.Dann,HzenzαnGenetics,36
167-172(1977)
[40]ThermoFisherscientificHP
http://www,thermo丘sher.com/jp/ja/home/life-science/cell-analysis/
labeling-chemistry/且uorescence-spectraviewer.html(2016/01/13参照)
[41]「ウ イ ル ス 不 活 化 試 験 に つ い て 」,JapanFoodResearchLaboratories,(2006)
[42]ForamR,Madiyar,Lateef,U.SyedChristopher,T.Culbertson,Jun
Li,Electrophoresi8,341123-1130(2013)
[43]HisatakaMaruyama,KyosukeKotani,TaisukeMasuda,AyaeHonda,Tat-
suroTakahata,andFumihitoArai,、MicTofZuidicsαndIVαηo伽 傭c8,101109-
1117(2011)
[44]TorstenMtiller,StefanFiedler,ThomasSchnelle,KaiLudwig,HartmutJung
andGuin七erFuhr,BIOTEOHVOLO(]yTEOH>leUES,4221-226(1996)
[45]Lenti-Xレン チ ウ イ ル ス 濃 縮 試 薬 製 品 情 報 タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社
87
